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Abstract (Basic) : WO 9201055 A 

Alpha-interferon (IFNalpha) which is O-glycosylated and has the 
biological and/or immunological properties of IFN alpha (2) is new. 
Specified are O-glycosylated IFNalpha-2a, -2b and -2c. 

More specifically, the prod, is glycosylated at Thr-106, esp. by 
Gal-GalNAc (including its mono- or di-silylated derivs.) or 
Gal- (Gal-GlcNAc) -GalNAc. 

USE - The glycosylated IFN's are used (partic. as a mixt. of at 
least 2 of the alpha-2a,-2b or -2c forms) for treatment of viral and 
tumour diseases. 
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lated proteins as medicinal drugs. 
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O-glycosyliertes IFN-alpha 

Gegenstand der vorlisgenden Erfindung sind 
O-glycosylierte alpha Interferone, vorzugsweise ein 
Interferon alpha, ira wesent lichen rait den biologischen 
und/oder immunologischen Eigenschaf ten eines IFN-a2, 
Verfahren zu dessen Herstellung sowie die Verwendung 
der O-glycosylierten Interferone als Arzneimittel. 

Seit der Entdeckung der Interferone vor mehr als 
dreiBig Jahren werden ihre biologischen Eigenschaf ten 
als Mediatoren' der interzellularen Kommunikation 
intensiv untersucht. Ursprunglich wurde die Bezaichnung 
der verschiedenen Arten von der jeweiligen Zalle, in 
der sie entstanden sind, abgeleitet (z.B. 
Leukocyten-IFN, .Fibroblasten-IFN) . Mit zunehmender 
Kenntnis ihrer Struktur wurde eins neue Noraenklatur 
eingefiihrt. Man unterscheidet zur Zeit vier Arten von 
Interferonen (IFN-a, IFN-B, IFN-y und IFN-u) , 
wobei IFN-a, IFN-B und IFN-u zu den sogenannten 
"Klasse 1 Interferonen- zusamraengef aSt werdan, da sie 
ahnliche Strukturen und Eigenschaf ten aufweisen. 

IFN-y wird von Lymphozyten, die durch Antigene oder 
mitogene Substanzen stirauliert warden, gebildet. Die 
Aminos auresequenz, die keine Homologie zu den Klasse 1 
Interferonen aufweist, enthalt zwei potentielle N- 
Glycosylierungsstellen. 

IFN-a, IFN-B und IFN-u werden von verschiedenen 
Zellen als Reaktion auf Virusinf ektion cder nach 
Induktion mit doppelstrangiger RNA synthetisiert . 

Bei IFN-a handelt es sich eigentlich urn eine ganze 
Gruppe von Proteinen. Bisher wurden mindestens 14 
funktionelle Gene entdeckt, die fur verschiedene 
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IFN-a-Typen kodieren. Diese Proteine sind nahe 
verwandt und weisen zumeist etwa 80-90% Homologie in 
ihrer Aminos aureseguenz auf . Mit Ausnahrae von IFN-al4 
ist in keiner der ubrigen I FN -a- Aminos Suresequenzen 
eine N-Glycosylierungsstelle (ASN-X-SER/THR) vorhanden. 
N-Glycosylierung ist sorait in alien Fallen (auBer 
IFN-al4) auszuschlieBen, jedoch wurde O-Glycosylierung 
von IFN-a diskutiert (Labdon et al., Arch. Biochem. 
Biophys. 222, 422-426 (1984)) 

Viele in der Natur vorkommende Proteine werden 
posttranslational raodif iziert, wobei Glycosylierung 
eine der haufigsten Modif ikationen ist. Glycoproteine 
kommen menibrangebunden Oder loslich sowohl in der 
intra- als \auch extrazellularen Matrix vor. Uber die 
Funktion der Glycosylierung gibt es unterschiedliche 
Auf f assungen. Gesichert ist, daB Glycane die Proteine 
vor proteolytischern Abbau schiitzen konnen Oder daB sie 
in vielen Fallen fur Zell-Zell-Wechselwirkungen 
verantwortlich sind. Weiterhin beeinflussen sie die 
Proteinf altung und tragen zur Stabilitat der 
Xonf ormation des Molekiils bei. Auch die Loslichkeit der 
Proteine unterliegt dem EinfluB der Kohlenhydratketten. 

Man unterscheidet zwischen N- und O-glycosyliertan 
Proteinen* N-Glycane werden ausschlieBlich auf das ASN 
des Triplets - ASN-X- SER/THR- ubertragen, wobei X jede 
beliebige Apiinosaure mit Ausnahme von PRO Oder GLU sein 
kann. Diese- Anforderung an die Struktur des Proteins 
kann aber nur eine von mehreren sein, da nicht alle 
potentiellen Glycosylierungsstellen mit einera 
Kohlenhydrat besetzt sind. Fiir O-Glycane gibt es keine 
genau defihierten Strukturmerkmale. Es gibt allerdings 
Hinweise darauf , daB O-Glycane bevorzugt in PRO-, SER- 
und THR-reichen Regionen synthetisiert werden. Das laBt 
vermuten, daB eher die sterische Zuganglichkeit der 
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Glycosyli'erungsstelle als eine bestimmte Aminosaure- 
sequenz fur die O-Glycosylierung bedeutend ist. 
Einflusse der Glycosylierung auf die Pharmakokinetik 
sowie auf die immunologischen Eigenschaften des 
Proteins konnea nicht ausgeschlossen werden. So wurde 
kiirzlich dartiber berichtet (Gibbon et al., Lancet, 335 , 
434-437 (1990), da3 4 von 15 Patienten, die mit 
rekombinantem huraanem GM-CSF (granulocyte-, 
macrophage-colony stimulating factor), der in Hefe 
produziert worden war, behandelt worden waren, 
Antikorper gegen dieses Protein entwickelten. Man 
stellte fest, dafl diese Antikorper mit Epitopen 
reagierten, die in endogenem GM-CSF durch 
O-Glycosylierung geschiitzt vorliegen, im rekombinanten 
Faktor jedoch frei zuganglich sind. 

Im IFN-a2 konnten bislang weder Kohlenhydratantsile 
nachgewiasen, noch konnte O-glycosyliertes IFN-a 
isoliert werden. Verschiedene Praparationen von 
natiirlichem IFN-a und von rekombinantem IFN-a2 sind 
als Medikaraente gegen virale und Krebserkrankungen im 
Einsatz. Da dieses IFN-&2 in E. coli produziert wird 
und daher nicht glycosyliert sein kann, scheint der 
Kohlenhydratanteil fiir die in vivo biologische 
Aktivitat nicht bedeutend zu sain, In letzter Zeit 
mehren sich jedoch Berichte, da3 Patienten, die langere 
Zeit mit rekombinantem, in E. coli produziertera IFN-a2 
behandelt wurden, Antikorper dagegen entwickelten (z.3. 
Figlin St Itri, Semin. Haematol. 25.. 9-15 (1983)). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war, ein neues 
IFN-a2 bereitzustellen. 

Gelost wurde diese Aufgabe durch die Insertion der fur 
IFN-a2 kodierenden DNA Sequenz in einen speziellen 
Espressionsvektor, mit dem Zellen multizellularer 
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Organisrnea" transf iziert wurden. Nach Kultivierung 
dieser so modif izierten Zellen erhielt man 
uberraschenderweise- IFN-a2-artige Proteine, die sich 
ira Molekulargewicht eindeutig von dem bekannten 
rekorcbinanten IENa2 unterschieden. 

Zur Herstellung der erf indungsgemaBen, neusn 
Interferons eignen sich Kulturen von Zellen 
raultizellularer Organismen, insbesondere Kulturen von 
Wirbeltierzellen oder von Insektenzellen. Als Beispiele 
von Wirbelfcierzellinien sind VERO-Zellen, HeLa-Zellen, 
CHO-Zellen f : WI33-Zellen, BHK-Zellen, COS-7-Zellen, 
MDCK-Zellen oder Maus-Myelomzellen zu nennen. 
Expressibnsvektoren fur diese Zellen enthalten wenn. 
notig* eine 1 Replikationsstelle, einen Promotor, falls 
erforderlich eine RNA-Splicing-Stelle, eine 
Polyadenylierungsstelle und transkriptionelle 
Termiaations-Sequenzen. Die Kontrollfunktionen solcher 
Express ionsyektoren stamiaen ublicherweise aus yiralem 
Material. Gebrauchliche Promotoren stammen aus Polyoma, 
Adenovirus 2 , Simian Virus 40 (SV40), bevorzugt aus 
Cytomegalovirus (CM?) .Die erf orderliche 
Replikationsstelle kann entweder durch eine 
entsprecheade Vektorkonstruktion vorgesehen werden, so 
beispielsweise die Replikationsstelle aus 3V40, 
Polyoma, Adeno, VSV, oder P3V oder kann durch die 
chromosomalen Replikationsmechanismen der Wirtszelle 
vorgesehen -werden. Bei Integration des Vektors in das 
Wirtszellenchromosom reicht die letztgenannte MaBnahme 
aus. 

Erf indungsgemaB werden vorzugsweise Expressionsvektoren 
verwendet, . die aus Teilen von Plasmiden neu konstruiert 
wurden. Diese erf indungsgemaBen Expressionsvektoren 
weisen eine Multiklonierstslle fiir die gerichtete 
Insertion heterologer DNA-Sequenzen auf und lassen sich 
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vorzugsweise in E. coli mittels Ampicillinresistenz mit 
hoher Kopieazahl vermehren. Urn die Expression 
heterologer Gene in Saugetierzellen zu ermoglichen, 
enthalten die erf indungsgema3en Expressionsplasmide 
vorzugsweise den Cytomegalovirus (CMV) 
Promotor/Enhancer (M. Boshart et al., Cell 41, (1985), 
521-530). Urn die autonome Replikation der 
erfindungsgemaBen Expressionsplasmide zu hohen 
Kopienzahlen und darait hohe Raten in transienter 
Expression in geeigneten Zellinien wie beispielsweisa 
in COS-7 oder in der mit Adenovirus transf ormierten 
Zellinie 293 (ATCC CRL 1573), zu ermoglichen, wurde der 
SV40 Replikationsursprung verwendet. Zur Herstellung 
permanent transformiarter Zellinien und zur ' 
nachfolgenden Araplif ikation der Expressionskassette 
mittels Methotrexat dient ein modif iziertes Hamster 
Minigen (Promotor mit kodierendera Bereich und dem 
ersten Intron) fiir Dihydrofolatreduktase (DHFR) als 
Selektionsmarkar. Urn die Herstellung einzalstrangiger 
Plasmid-DNA nach Superinf ektion der transf ormierten 
Bakterien mit einem Helf erphagen, beispielsweise mit 
R408 Oder M13K07, zur erleichterten Sequenzierung und 
Mutagenesa der Plasmid-DNA zu ermoglichen, enthielten 
vorzugsweise Ausgestaltungen der erf indungsgemaBen 
Plasmide die intergenische Region von M13. Wird in 
einer weiteren vorzugsweisen Ausgestaltung der T7 
Promotor der Multiklonierstelle vorangestellt, wird 
dadurch die Herstellung von RNA Transkripten in vitro 
ermoglicht. 

Erf indungsgemaB bevorzugt sind die Ezpressionsplasmide 
PAD-CMVT3 , DAD-CMV15 insbesondere pAD-CMV19. Ihre 
Herstellung ist in Beispiel 1 ausfiihrlich beschrieben. 

Zur Erzielung einer verbesserten Expression und zuj. 
Erleichterung einer gerichteten Klonierung der fiir 



ERSATZBLATT 



WO 92/01055 



6 



PCT/EP91/01266 



IFN-a2 kodierenden cDNA wurde die ; fur IFN-a2 
kodierende cDNA mittels PCR in der S'-nicht kodierenden 
Region erf indungsgemaB dahingehend modifiziert, daB die 
Sequenz dieser Region gegen die Sequenz der S'-nickt 
kodierenden Region der huraanen B-Globin mRNA (Lawn 
et al., Cell 21, (1980), 647-651) ausgetauscht wird. 
Gleichzeitig wurden an beiden Enden der cDNA 
Restriktionsenzymschnittstellen eingef iihrt, die eine 
gerichtete.Klonierung erleichtern. tiberraschenderweise 
bewirkt eiire derartige Veranderung eine deutliche 
Erhohung der . Expression. 

Die so modif izierte cDNA fur IFN-a2 wurde in ein rait 
den entspr4chenden Restriktionsenzymen geschnittenes 
erf indungsgeinaBes Ezpressionsplasmid, vorzugsweise in 
das Plasmid pAD-CMV1.9 inseriert. Mit den so erhaltenen 
Espressionsplasmiden fiir IFN-a2 wurden geeignete 
Saugetierzellen traasf ektiert, die daraufhin in einera 
geeigneten^Kulturmedium kultiviert wurden. Der 
Kulturiiberstand der Saugetierzellen wurde in an sich 
bekannter Weise unter schonenden Bedingungen gereinigt. 
Vorzugsweise yerwendet man af f initatschromatographische 
Reinigungs\ferfahren mit Hilfe monoklonaler Antikorper 
gegen IFN-ec2. .Bevorzugte monoklonale Antikorper sind 
EBI-1 oder .EBI-10 beziehungsweise deren Aquivaleata. 
Die Herstellung dieser hochspezif ischen Antikorper ist 
beschrieberi' (Adolf G.R. J. Gen. Virol. 6JL, 1669-1676 
(1937); Adolf et al. J. Cell. Physiol, suppl. 2, 61-68 
(1982)). Die zu verwendendsn Methoden sind ebenfalls 
beschrieben (Secher und Burke, Nature 285, 446-450 
(1980); Adolf et al., J. Biol. Chero. 2££, 9290-9295 
(1990); Adolf et al., Biochanw J. 276, 511-518 (1991)). 
Besonders vprteilhaft ist das Reinigungsverf ahren gemaB 
EPA 0 203 3B2 zu verwenden, wobei auf das Aufbrechen 
der Zellen verzichtet werden kann. Zur 

Charakterisierung von rekorabinantem, in Saugetierzellen 
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hergestelltern IFN-cc2 wurde die Reverse Phase HPLC 
verwendet, Der N-Terminus und C-Terminus wurden 
analysiert. Zurn Vergleich wurde jeweils rekorabinantes, 
in E. coli hergestelltes IFN-o2c verwendet. Anhand 
SDS-Gelelektrophoretischer Untersuchungen war 
festzustellen, daB das in Saugetierzellen hergestellte 
rekombinante IFN-<r2 ein hoheres Molekulargewicht 
aufwies, als das in E. coli hergestellte IFN-a2. Nach 
Behandlung beider rekombinanter Interferone rait NaOH 
reduzierte sich das Molekulargewicht des in 
Saugetierzellen hergestellten, rekombinanten IFN-a2*s 
auf das Molekulargewicht des in E. coli hergestellten 
IFN— o2 9 s • In Saugetierzellen espriraiertes, 
rekombinantes IFN-a2 muB daher glycosyliert sein. Bei 
der Identif izierung der Glycopeptide mittels Peptide 
Mapping und Sequenzanalyse konnte festgestellt werden, 
daB das an Position 106 befindliche Threonin (THR-10S) 
die Glycosylierung tragt. Bei einera Vergleich der 
Resultate mit denen, die beim natiirlichen IFN-a2 aus 
virusstimulierten Leukocyten erhalten wurden (s. unten) 
zeigte es sich, daB sowohl die Glycosylierungsstelle 
als auch der Oligosaccharidanteil weitgehend identisch 
sind. 

Gelost wurde die erf indungsgemaBe Aufgabe aber auch 
durch ein Reinigungsverf ahren, das keine 
Verfahrensschritte' enthalt, die evtl. vorhandene 
Substitutionen des IFN-ec2 verandern Oder eliminieren. 
Das erf indungsgemaBe Reinigungsverf ahren bediente sich 
hochspezif ischer monoklonaler Antikorper, wobei wahrend 
des gesamten Reinigungsverf ahrens alkalische 
Bedingungen mit einem pH-Wert groBer als 8,0 sorgsam 
vermieden wurden. 

Natiirliches humanes IFN-a2 wurde mit Kilfe eines 
hochspezif ischen monoklonalen Antikorpers aus 
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Leukozytenjnterf eron isoliert. Zwei auf einanderf olgende 
ReinigungsSchritte iiber eine Iramunoaf f initatssaule 
f iihrten- zir einer Reinheit des Proteins von >95%. Die 
Sequenzanaiyse ergab die erwartete N-terminale Sequenz, 
wobei CYS. sis .erste Arainosaure nur indirekt 
nachgewiesegi wurde. 
t 

Von IFN-a2 sind bisher drei Varianten, die sich in den 
Aminos aurej* an den Positionen 23 und- 34 unterscheiden, 
hekannt: I^-a2a Jnit" 23 LYS und 34 HIS (frxiher als 
Le I FA beziichnet,-. Goeddel et al., Nature, 290 , 20-26 
(1981)), lFN-a2b mit 23 ARG und 34 HIS (Streuli et 
al., Scieride. 2Jl£, 1343-1347 (1980)) und IFN-a2c rait 
23 ARG und ^ 4 ARG (friiher als IFN-a2"Arg w 
bezeichnet;. Dwqrkin-Rastl et al*, J- Interferon Res. -2, 
575-585 (1982>; Bodo & Maurer-Fogy, The Biology of the 
Interferon System 1985 (Stewart II, W.E. & Schellehus 
H. Hrsg.>* 59-64 (1986). Bei dem isolierten Interferon 
konnte an Position 23 nur ARG nachgewiesen werden, was 
das Vorhahtisnsein von IFN-a2a ausschlieSt. Die 
Aminosaure.'-an Position 34 war eindeutig Histidin, so 
daB es sick- bei dem isolierten Interferon um IFN-a2b 
handelte. Ebenso sind jedoch auch die Varianten 
IFN-a2a bzw> IFN-a2c erhaltlich je nachdera, welches 
Zellmatexial als Ausgangsmaterial verwendet wird. Es 
ist bekannt, daB in Namalwa-Zellen neben IFN-a2b auch 
IFN-cc2c zu* f inden ist. Bei dem als Vergleichssubstanz 
verwendeten rekombinanten Interferon aus E. coli 
handelte es' sich um IFN-a2c. 

R?-H?LC-Ana:lysen des gereinigten natiirlichen IFN-a2 
zeigten, daB die Praparation zwei- Peaks enthielt, die 
beide friiher von -der Saule eluierten als das 
rekombinance E. coli-IFN-a2c. Auch mittels SDS-PAGS 
konnte eine:- starke Heterogenitat in der scheinbaren 
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molekularen Masse von naturlichem IFN-<x2 nachgewiesen 
warden. Alle in naturlichem IFN-a2 nachgewiesenen 
Proteine hatten eine wesentlich hohere scheinbare 
molekulare Masse als rekombinantes IFN-o2c aus E. 
coli. Samtliche bisher beschriebene IFN-a-Spezies - 
mit Ausnahme von IFN-al4 - weisen keine 
N-Glycosylierungsstelle (-ASN-X-TKR/SER-) auf. Soraifc 
kann auch fur IFN-a2 N-Glycosylierung ausgeschlossen 
werden. Fiir O-Glycane kennt man solche Strukturmerkmale 
nicht. Nicht auszuschlieBen ist daher, daB das 
vorliegende IFN-a2. O-glycosyliert ist. 

Da O-Glycane schon unter schwach alkalischen 
Bedingungen vom Protein abgespalten werden konnen, 
wurden beide Peakf raktionen schwach alkalischen 
Bedingungen unterworfen. Diese Reaktion fiihrte in 
beiden Fallen zu einer Reduktion dsr scheinbaren 
molekularen Masse auf die des rekombinanten IFN-a2c 
aus 2. coli; ein deutlicher Hinweis 3uf 
O-Glycosylierung . 

Versuche rait Neuraminidase und O-Glycanase ergaben fiir 
den einen Peak (Peak 2) (s. Fig. 14) ebenf alls eine 
Reduktion der scheinbaren molekularen Masse auf jene 
von E. coli-IFN-«2c und bestatigten damit die 
O-Glycosylierung. Die Ergebnisse dieses sequentiellen 
Abbaues des Glycans mit Neuraminidase und O-Glycanase 
zeigten, daB die Heterogenitat des Peak 2 auf dem 
unterschiedlichen Gehalt von N-Acetylneuraminsaure 
(NeuAc = Sialinsaure) beruhte. Die drei Banden (Fig. 
20 , Spur 4) reprasentierten die di- bzw. 
monosialylierte (Mr 21.000 bzw. 20.000) und die 
nichtsialylierte (Mr 19.000) Form des natiirlichen 
IFN-a2. Die leichteste Form des IFN-a2 konnte durch 
Reaktion rait O-Glycanase allein abgebaut werden. Da 
O-Glycanase nur das unsubstituierte Disaccharid 
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Gal(Bl-3)GalNAc spaltet, ist die Reaktion als Beweis 
dafiir anzusehen, daBneben den beiden sialylierten 
Formen auch eine Asialo-Variante des IFN-a2 
existiert. ; 

Die scheinbare molekulare Masse von Peak 1 hingegen 
konnte nit fie Is Enzymreaktionen nicht reduziert werden. 
Inkubation\mit Neuraminidase fiihrte nicht wie erwartet 
zu einer Reduktion der scheinbaren molekularen Masse. 
Das Disaccfcarid-Core rauBte demnach anders als rait NeuAc 
substituiert sein und konnte daher nicht durch 
O-Glycanase abgespalten werden, 

Durch Verglsich der Peptide Maps nach Trypsinspaltung 
von natiirlichern und rekombinantem, in E. coli 
exprimiertem IFN-a2 konnten die Glycopeptide aus den 
Peaks 1 und 2 identif iziert werden. Die Sequenzierung 
dieser Glycopeptide ergab 10S THR als 
Glycosylierungsstelle. 

Hinweise auf die Struktur der Oligosaccharide des 
naturlicheri IFN-a2 gaben neben den Enzymreaktionen 
auch massenspekttornetrische Untersuchungen der 
Glycopeptide, Die Interpretation der Massenspektren 
zusammen mit den Ergebnissen der SDS-PAG2 ergaben, daB 
natiirliches IFH-o2 zumindest vier verschiedene 
Glycanstrukturen enthalt: im Peak 2 das neutrale 
Disaccharid Gal{Bl-3)GalNAc, dessen Struktur aufgrund 
der hohen ; Spezif itat der O-Glycanase mit groBer 
Sicherheit-.anzunehmen ist, auBerdem die mono- und die 
disialylierte Variante; im Peak 1 ein neutrales 
Oligosacchjj-rid, bestehend aus zwei Hexose- und zwei 
N-Acetylhdbosamin-Einheiten. Als Struktur dieses 
Tetrasaccharides kann in Analogie zu bereits 
beschriebenen haufiger vorkommenden O-Glycanen 
vorgeschlagen werden: Gal-(Gal-GlcNAc-)GalNAc. 
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Durch die vorliegende Erf indung konnte 
uberraschenderweise erstmals O-glycosyliertes IFN-a2 
in hochreiner Farm bereitgestellt werden. Dieses 
Interferon ist an der Aminosaure Threonin an Position 
106 ( 106 THH) O-glycosyliert. Die Oligosaccharide, die 
an dieser Position enthalten sein konnen, sind das 
neutrale Disaccharid Gal(fil-3)GalNAc, dessen mono- und 
disialylierte Varianten sowie ein neutrales 
Tetrasaccharid Gal-(Gal-GlcNAc-)GalNAc. 

Dieses O-glycosylierte IFN-a2 kann in an sich 
bekannter Weise, in Anaiogie zum rekombinanten in E. 
coli exprimierten IFN-a2, formuliert und in alien, fur 
I FN -a bekannten Indikationen zur Behandlung eingesetzt 
werden. 

Die erfindungsgemaBen Proteine konnen fur die 
Behandlung der viralen Infektionen und von malignen 
Erkrankungen in der Form von pharmazeutischen 
Praparatan verwendet werden, die eine wirksame Menge 
des IFN's gegebenenf alls zusammen mit einer 
signif ikanten Menge eines anorganischen oder 
organischen, festen Oder flussigen, pharmazeutisch 
verwendbaren Tragerstof f as enthalten, 

Bevorzugt sind pharmazeutische Praparate zur 
parenteralen, beispielsweise intramuskularen, 
subkutanen oder intravenosen Verabreichung am Manschen. 
Solche Praparate sind isotonische wassrige Losungen 
Oder Suspensionen, die die erf indungsgemaSen Proteine 
enthalten, gegebenenf alls zusammen mit einem 
Tragerraaterial und, wenn erwiinscht, Hilfsmittel, 
beispielsweise Stabilisatoren, Emulgiermittel, 
losungsvermittelnde Stoffe, Salze fiir die Ragulierung 
des pH und des osmotischen Druckas, Konserviermittel 
und/oder Netzraittel. Die pharmazeutischen Praparationen 
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konnen nach an sich bekannten Methoden hergestellt 
werden, beispielsweise in einera Verfahren, worin die 
erf indungsgemaBen Proteine und die pharmazeutisch 
verwendbaren Trager und Hilfsstoffe gemischt, 
gewiinschtenfalls lyophilisiert und vor Verwendung 
gelost werden. 

Die Dosierung der pharmazeutischen Praparate hangt von 
der zu ' behandelnden Krankheit, dem Korpergewicht , Alter 
und individuellen Zustand des Patienten gemass 
Einschatzung des behandelnden Arztes und der 
Applikationsweise ab. 

Durch die vorliegende Erfindung wird daher erstaals ein 
O-glycosyliertes Interferon-a2 enthaltendes Mittel 
bereicgestallt, das aufgrund der antiviralen und 
antineoplaStischen Eigenschaf ten des IFN-a2 u.a. zur 
Behandlung von viralen und tumoralen Erkrankungen 
geeignet ist. 

Die nachfo^genden Beispiele sollen die Erfindung 
erlautern ohne sie einzuschranken. 

Legenden zu den Figuren 

Fig. 1: Konstruktion des Plasmides pCMV+SV4Q 

Fig. 2: Konstruktion des Plasmides pAD-CMV10A 

Fig. 3: Konstruktion des Plasmides pAD-CMV15 

Fig. 4: Konstruktion der Plasmide pAD-CMV13 und 
pAD-CM719 

Fig. 5: Konstruktion des Espressicnsplasmides pAD 
19B-IFN 
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Fig. 6: Hindlll/XBal-Insert des 

Expressionsplasmides pAD19B-IFN 

Fig. 7: DNA-Sequenz des Plasmides pAD-CMV19 

Fig. 8: Konstruktion des Plasmides pCMV-SV40 

Fig. 9: Konstruktion des Plasmides pSV2gptDHFRMut2 

Fig. 10: Konstruktion der Plasraide pAD-CMVl und 
pAD-CMV2 

Fig. 11: DNA-Sequenz des Plasmides pAD-CM71 

Fig. 12: Monoklonale Antikorper Affinitats- 

chromatographie des humanen Leukozyten 
Interferons 

Fig. 13: SLISA fiir human IFN-a: 

(0> Referenzpraparation des rekombinanten 
human IFN-a2c; (0) Leukozyteninterf eron 
(Ausgangsmaterial) (□) DurchfluB 
(O) eine Fraktion des Sluates A; (A) 
eine Fraktion des Eluates B 

Fig. 14: RP-HPLC des natiirlichen IFN-a2 (b) und E. 
coli IFN-a2c (a) 

Fig. 15: Aminosauresequenz des IFN-<r2c 

Fig. 16: SDS-PAGE von naturlichem IFN-a2 vor und 
nach Reaktion mit Neuraminidase und 
O-Glycanase. (1) Peak 1, unbehandelt; (2) 
Peak 1, nach Reaktion mit Neuraminidase; 
(3) Peak 1, nach Reaktion rait Neuraminidase 
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und OrGlycanase; (4) Peak 2, unbehandelt; 
. . .. (5) Peak 2, nach Reaktion mit 
. Neuraminidase; (6) Peak 2, nach Reaktion 

mit Neuraminidase und O-Glycanase; (7) E. 
' coli-IFN-a2c 

Fig, 17: SDS-PAGE von natiirlichem IFN-ct2 (Peak 2 

-.aus Fig* 14b) vor (1) und nach (2) Reaktion 

\. mit O-Glycanase. 

5 

Fig. 18: ' SDS-PAGE von natiirlichem IFN-o2 (Peak 1 

'. .und 2) und.E. coli-IFN-a2c nach Inkubation 
■-Vsiit. 0.1 K NaOH. (1) E. coli-IFN-a2; (3) 
Peak 1; (5) Peak 2; unbehandelt e 
Vergleichsproben von Peak 1 (2) und von 
*"* Peak 2 (4) wurden ebenf alls auf getragen. ' 

Fig. 19: Vergleichendes Peptide Map von E. 

coli-IF3-a2c und natiirlichem IFN-a2. (1) 
i Peak 1 aus Fig. 14b; (2) Peak 2 aus Fig. 

14b; *, diese Peaks stammen von * 
■ unglycosylierten Peptiden, deren 
^ Retentionszeit imroer gleich war. 
••^ 

SDS-PAGE von natiirlichem IFNo2 und 

* E. * coli-rlFNa2c. (1) 
Molekulargewichtsmarker; (2) E. 

• coli-IFNa2c; (3) natiirliches IFN-a2, 
Peak 1 aus Fig. 14b; (4) natiirliches 
IFN-a2, Peak 2 aus Fig. 14b; Farbung: 
COomassie-Blue . 

Reverse Phase HPLC (RP-HPLC) des 
,,CH0-IFN-ct2c (a) und des E.coli-IFN-a2c 
} (b) 



Fig. 20: 



Fig. 21: 
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Fig. 22: Vergleichende Peptide Maps von Peak 1 (a) 
und Peak 2 (b) aus CHO-IFN-a2c und von 
E.coli-IFN-a2c (c) 



Fig. 23: SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von 

CHO-IFN-a2c und E.coli-IFN-a2c. Spuren 1 
und 8: Molekulargewichtsmarker (Skala in 
kD); Spuren 2-4: nichtreduzierende 
Bedingungen, Spuren 5-7: reduzierende 
Bedingungen; 

Spuren 2 und 5: Peak 1 aus CHO-IFN-a2c; 

Spuren 3 und 6: Peak 2 aus CHO-IFN-a2c; 

Spuren 4 und 7: E.coli-IFN-a2c; 

Oberes Gel: Alle IFN-Spuren rait je 4 \ig; 

Unteres Gel: Alle IFN-Spuren rait ja 1 \ig; 
Farbung: Cooraassie Blue 

Fig. 24: SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von 
CHO-IFN-a2c und E.coli-IFN-a2c vor und 
nach Inkubation rait 0,1 M NaOH. 

Spuren 1 und 8: Molekulargewichtsmarker 
(Skala in kD) ; Spuren 2, 4, 6: unbehandelte 
Proben, Spuren 3, 5, 7: rait 0,1 M NaOH 
inkubierte Proben; 



Spuren 2, 3: E.coli-IFN-a2c, 

Spur 4, 5: Peak 1 aus CHO-IFN-c2c, 
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Spur 6/7: Peak 2 aus CHO-IFN-a2c; 

Auf a lie IFN-Spuren wurden je etwa 1,5 \ig 
unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen. 

Farbung: Coomassie Blue 

Beispiel 1 * 

Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMV13, 
pAD-CMV15 urid pAD-CMV19 

Aus Teilen von Expressionsplasmiden (pCDMB, Seed & 
Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci.USA 84 (1987) 8573-8577; 
B. Seed, Nature 329 (1987) 340-342); Invitrogen, 
Inc., San Diego, CA; pSV2gptDHFR20, EP-A1 0321842) und — 
dera Plasmid pBluescript KS- (Short et al., Nucleic 
Acids Res.,. 11 (1933) 5521-5540; Stratagene, La 
Jolla, CA)>, wurden neue Plasmide konstruiert, die eine 
Multiklonierstelle fur die gerichtete Insertion 
heterologer DNA-Sequenzen aufweisen und sich in E.coli 
mittels Ampicillinresistenz aiit hoher Kopienzahl 
verraehren lassen. Die intergenische Region von M13 
ermoglicht die Herstellung einzelstrangiger Plasmid-DNA 
nach Superinfektion der transf ormierten Bakterien rait 
eineia Helferphagen (z.B. R408 oder M13K07), zur 
erleichterten Sequenzierung und Mutagenese der 
Plasmid-DNA. Der T7 Promotor, der der 
Multiklonierstelle vorangeht, ermoglicht in vitro die 
Herstellung von RNA Transkripten. In Saugetierzellen 
erfolgt die Expression heterologer Gene getrieben vom 
Cytomegalovirus (CMV) Promotor / Enhancer (M. Boshart 
et al., Cell 41 (1985) 521-530). Der SV40 
Replikatioiisursprung ermoglicht in geeigneten Zellinien 
(z.B. SV40 .transf ormierte Zellen wie COS-7, Adenovirus 
transf ormierte Zellinie 293 (ATCC CRL1573)) die 
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autonome Replikation des Expressionsplasmides zu hohen 
Kopienzahlen und damit hohe Raten in transienter- 
Expression. Fur die Herstellung permanent 
transforraierter Zellinien und die nachfolgende 
Amplifikation der Expressionskassette raittels 
Methotrexat dient ein modif iziertes Hamster Minigen 
(Promotor mit kodierendera Bereich und dera ersten 
Intron) fiir Dihydrof olatreduktase (DHFR) als 
Selektionsmarker . 



Herstellung der Vektor- und Promotoranteile durch 
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, 
PCR) 

Das Plasraid pBluescript KS- wurde rait Hindlll 
linearisiert und 100 ng DNA in einera 100 yl PCR (Saiki 
et al.. Science 239 (1988) 487-491) Ansatz eingesetzt 
(Reaktionsmedium: 50 mM KC1, 10 mM Tris-Cl pH 8,3, 1,5 
mM MgCl 2 , 0,01% (w/v) Gelatine, 0,2 mM jeder der vier 
Desoxynukleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 
2,5 units Tag Polymerase pro 100 yl). Als Primer 
wurden je 50 pmol der synthetischen Oligonukleotide 
E3I-1786 ( 5 ' -GGAATTCAGCCTGAA- TGGCGAATGGG-3 ' ) und 
EBI-2134 ( 5 1 -CACTGAACTCGAGCAGC- 

TGCGTTGCTGGCGTTTTTCC-3 • ) eingesetzt • Nach 5 Minuten 
Denaturieren bei 94 Q C erfolgte die PCR iiber 10 Zyklen 
(Zyklusbedingungen: 40 sec bei 94°C, 45 sec bei 55°C, 5 
Min bei 72°C, Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler). Die 
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von 
M13 bzw. den Replikationsursprung (ori) rait dem 
dazwischenliegenden Gen fiir die B-Lactamase. 
Gleichzeitig wird am Ende des ori eine Xhol- und eine 
PvuII- und am anderen Ende eine EcoRI-Schnittstelle 
erzeugt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Eztraktiou 
mit Phsnol-Chloroforra von Protein befreit und die DNA 
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rait Athanol prazipitiert . Die erhaltene DNA wurde mit 
Xhol und EcoRI geschnitten und nach Elektrophorese in 
einem AgarQsegel ein Fragment mit 2,3 kb isoliert. 
50 ng mit SacII linearisiertes Plasmid pCDM8 wurde rait 
den Oligonuklsotiden EBI-2133 ( 5 • -GGTGACTGTCGACAT- 
TGATTATTGACTAG-3 ' ) und EBI-1734 ( 5 1 -GGAATTCCCT- 
AGGAATACAGCGG-3 • ) unter identischen Bedingungen wie 
zuvor beschrieben durch PCR amplif iziert . Die 
Oligonukleotide binden am Beginn der CMV-Promotor / 
Enhancer Sequenz und erzeugen eine Sail Schnxttstelle 
(EBI-2133), bzw. binden am Ende der SV40 
poly-Adenylierungstelle und erzeugen eine EcoRI 
Schnittstelle (EBI-1734). Das PCR Produkt wurde mit 
Sail und EcoRI geschnitten und ein DNA Fragment von 1,8 
kb aus einem Agarosegel isoliert. 

Die beidert/nachgeschnittenen PCR Produkte wurden mit T4 
DNA-Ligase ligiert und E.coli HB101 transf ormiert. Ein 
Plasmid der gewiinschten Struktur (siehe Fig.l) wurde 
pCMV+M13 benannt . 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem 
Plasmid pS?2gptDHFR20 (EP-A1 0321842) isoliert. Dazu 
wurde dieses Plasmid. mit Hindlll und PvuII doppelt 
geschnitten und die DNA-Enden durch nachfolgende 
Behandlung mit dem groBen Fragment der E.coli DNA 
Polymerase; (Klenow Enzym) in Gegenwart der vier 
Desoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein 
entstandehes 0,36 kb DNA Fragment wurde aus einem 
Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearisiertem 
Plasraidvektor pCMV+M13 ligiert. Ein nach Transformation 
von E.coli. H3101 erhaltsnes Plasmid, das den SV40 ori 
in gleichec Orientierung wie B-Lactamase Gen und 
CMV-Promotor enthielt, wurde pCMV+SV40 benannt (Fig.l). 
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Plasmid pCMV+SV40 wurde mit EcoRI und BaraHI doppelt 
geschnitten und die DNA-Enden anschlieBend mit 
Klenow-Enzym stumpf gemacht. Die DNA wurde durch 
Extraktion mit Phenol-Chloroform und Athanolf allung 
gereinigt. Ein Teil der DNA wurde mit T4 DNA Ligase 
zirkularisiert und ein nach Transformation von E.coli 
erhaltenes Plasmid pAD-CMVIO benannt (Fig. 2), Der Rest 
der pCMV+SV40 DNA wurde durch Inkubation rait 
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und der 4,4 kb 
lange Vektor aus einem Agarosegel isoliert. 

Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (siehe Beispiel 4, Fig. 9), 
das ein raodif iziertes Hamster Dihydrof olatreduktase 
(DHFR) Minigen enthalt, aus dem durch gerichtete 
Mutagenese die Restriktionsenzymschnittstellen fur 
EcoRI/ PstI, Bglll, BamHI und Kpnl entfernt wurden, 
wurde mit EcoRI und PstI doppelt geschnitten und die 
DNA-Enden durch 20 Minuten Inkubation bei 11°C mit 5 
units T4 DNA-?olymerase (Reaktionsmediura: 50 rtM Tris-Cl 
pH 8,0, 5 mM MgCl 2 , 5 mM Dithiothrait, 0,1 mM jedes 
der vier Desoxynukleotidtriphosphate, 50 jig/ml ' 
Rinderseruraalbumin) stumpf gemacht. Das 2,4 kb lange 
DNA-Fragment mit dem mutierten DHFR-Gen wurde aus einem 
Agarosegel isoliert und mit dem wie oben beschriebenen 
praparierten pCM7+SV40 ligiart. Ein nach Transformation 
von E.coli erhaltenes Plasmid, in dem das DHFR-Gen in 
derselben Orientierung wie der CMV-Promotor enthalten 
war, wurde pAD-CMV10A' benannt (Fig. 2). 

Ausgehend vom Expressionsplasmid pAD-CMVl (siehe 
Beispiel 4, Fig. 10), das zwischen Multiklonierstelle 
und poly-Adenylierungssignal eine Intronsequenz 
enthalt, wurden raehrere Varianten hergestellt, die sich 
durch die Anzahl und Lage der Introns relativ zur 
Multiklonierstelle unterscheiden. In pAD-CM713 (Fig. 4) 
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wurde das SV40 t Antigen Intron zwischen 
Multiklonierstelle und poly-Adenylierungstelle 
deletiert; .rpAD-CMV15 (Fig. 3) enthalt ein synthetisches 
Intron 'zwischen CMV\Promotor und Multiklonierstelle und 
das SV40 t Antigen Intron zwischen Multiklonierstelle 
und poly-Adenylierungssignal; pAD-CMV19 (Fig, 4) 
enthalt nur ein Intron zwischen CMV Proraotor und 
Multiklonierstelle. 

Ausgehend von 100 ng des mit Hindlll linearisierten 
Plasmid pAD'-CMVl wurde mit je 50 pMol der 
Oligonukleotide EBI-2625 

( 5 ■ -CACTGATCTAGAGATATCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG-3 ' ) und 
SBI-1S57 (5\-GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3') in 100 |il PCR 
Ansatz (siehe oben) in 10 PCR Zyklen (40 sec 94°C, 45 
sec 55°C, 90 sec 72*C) ein 1,26 kb langes DNA Fragment 
amplifiziert. .EBI-2625 bindet kurz vor dem SV40 
poly-Adenylierungssignal (Position 1230 in pAD-CMVl) 
und enthalt zusatzliche Restriktionsschnittstellen fiir 
Xbal und EcoRV. E3I-1357 bindet am komplementaren DKA 
Strang ira ersten Intron des nachf olgenden DHFR Minigens 
(Position 2525 in pAD-CMVl) . Das PCR Produkt wurde 
durch Extraktion mit Phenol und Chloroform von Protein 
befreit und : die DNA. mit Athanol gefallt. Die DNA wurde 
mit Xbal uxi&~.BglII doppelt geschnitten, ein 0,32 kb 
langes DNA Fragment aus einem Agarosegel isoliert und 
in mit den g-leichen Enzymen doppelt geschnittenen 
Plasmidvektor (5,8 kb) pAD-CMVl ligiert. Ein nach 
Transformation von E.coli H3101 erhaltenens Plasmid der 
gewunschte% Beschaf f enheit (siehe Fig. 4) wurde 
pAD-CM713 benannt. 

Die dem CM7 Promotor folgende SpleiB-Donor Sequenz (M. 
Boshart et.aL, Cell 41 (1985) 521-530) wurde durch 
SOE-PCR (splicing by overlap extension; S.N. .Ho et al., 
Gene 77 (1989) 51-59) mit der SpleiB-Acceptorstelle 
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des ersten Introns des humanen fi-Globin Gens (Lawn et 
al.. Cell 21 (1980) 647-651) gefolgt von der 
Multikloniers telle von Plasmid pAD-CMVl verbunden. Dazu 
wurden 100 ng Plasmid pGJ7 (G. Jahn et al., J. Virology 
49 (1984) 363-370) enthaltend die Promotor und 
Enhancer Sequenz von humanem Cytomegalovirus StammAD169 
(Boshart et al., Cell 41 (1985) 521-530) rait je 50 
pMol der Oligonukleotide EBI-2133 (siehe oben) und 
EBI-2586 (5 ' -GCAGAGAGAGTCAGTGCCTATCAGAAACCCAAGAG- 
TCTTCTCTATAGGCGGTACTTACCTGACTCTTG-3 ' ) in 100 \il PCR 
Reaktionsgemisch iiber 30 Zyklen araplifiziert 
(Zyklusbedingungen: 40 sec 94°C, 45 sec 45°C, 90 sec 
72°C)>. Die letzten 24 Basen von EBI-2586 passen perfekt 
an die CMV-Sequeiaz (in antisense Orientierung) und die 
vorangehenden Basen entsprechen der B-Globin Intron 
Sequenz, wobei 18 Basen perfekt zur revers 
komplementaren Sequenz von Oligonukleotid E3I-2585 
passen und die iiberlappende DNA-Sequanz fiir die SOE-PCR 
bilden. Die PCR Produkte wurden in einera Agarosegel 
aufgetrennt und ein 0,8 kb DNA Fragment isoliert 
(Fig. 3). 100 ng Plasmid pAD-CMVl wurden in gleicher 
Weise mit den Oligonukleotiden E3I-2585 

(5 ' -GCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCT- 
GGTGCTTAACTGGCTTATCG-3 " ) und E3I-2112 
(5 , -GTCCAATTATGTCACACC-3•) durch PCR amplif iziert und 
ein 0,2 kb DNA Fragment aus einem Agarosegel isoliert. 
EBI-2585 enhalt die letzten 45 Basen des fi-Globin 
Introns und die fiinf darauf folgenden Basen, sowie 17 
Basen am 3*-Ende, die perfekt an Position 611-627 der 
pAD-CMVl Sequenz hybridisieren konnen. EBI-2112 bindet 
am komplementaren DNA Strang an Position 743-760 an die 
pAD-CM71 Sequenz. 1/10 des isolierten 0,8 kb DNA 
Fragments und 1/30 des 0,2 kb DNA Fragments wurden in 
einem neuen 100 \lI PCR Ansatz (SOE-PCR) geraischt und 
mit je 50 pMol der Oligonukleotide EBI-2133 und 
E3I-2112 in 30 PCR. Zyklen (40 sec 94°C, 45 sec 45°C, 2 
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Min 72°C) : 'amplifizert. Die Reaktion wurde durch 
Eztraktionj-init Phenol und Chloroform gestoppt uhd die 
DNA mit Atiianol gefallt. Die 5'-Enden des PCR Produktes 
wurden mit'T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert 
(Reaktionsguffer: 70 mM Tris-Cl pH 7,6, 10 mM MgCl 2 , 
5 mM Dithioth'reit, 1 mM ATP) und anschlieflend rait Xbal 
geschnitten. Die DNA wurde in einem Agarosegel 
aufgetrennt und ein Fragment von 0,98 kb Lange 
isoliert. plasmid pAD-CMVIO wurde mit PvuII und Xbal 
doppelt geschnitten und der Vektoranteil ohne CMV 
Promoter atis einem Agarosegel isoliert. Dieser 
Plasmidvek£or wurde mit dem 0,97 kb DNA Fragment, 
enthaltend 4en* CMV Prpmotor und Enhancer mit Intron und 
Multiklonierstelle, ligiert und E.coli H3101 
transformiect*. Von den erhaltenen Transformanten wurde 
Plasmid DNS hergestellt und das neue DNA Insert mit den 
Oligonukledtiden EBI-2112, E3I-2586 und EBI-1733 
( 5 * -GGTCGAdATTGATTATTGACTAG-3 * ) nach der 
Didesoxy-Kssttenabbruch Methode (F. Sanger et al., Proc. 
Natl. Acad.. Sci.USA 74 (1977) 5463-5467) mit 
modifizierter T7 DNA Polymerase (S. Tabor and C.C. 
Richardson/. Proc. Natl. Acad. Sci.USA 84 (4767-4771); 
Sequenase, -United States Biochemical Corp.) 
sequenziert. Ein Plasmid mit der erwarteten Sequenz 
wurde pAB-CM715 benannt (Fig. 3). 

pAD-CMVlOA wurde mit Spel und Bglll doppelt geschnitten 
und der Vektoranteil ohne CMV Promotor aus einem 
Agarosegel ri.soliert. pAD-CMV15 wurde mit Spel und 
Hindlll do^elt geschnitten und ein 0,8 kb DNA Fragment 
enthaltehd den OW Promotor und das synthetische 
Intron, isoliert. pAD-CMV13 wurde mit Hindlll und Bglll 
doppelt geschnitten und ein 0,36 kb DNA Fragment 
isoliert, £as die Multiklonierstelle, das SV40 early 
poly-Adenylierungsignal und einen Teil der Hamster-DHFR 
Proraotorregion enthielt. Diese drei DNA Fragmente 
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wurden mit T4 DNA Ligase ligiert und E.coli HB101 
transformiert . Von den erhaltenen Transf ormanten wurde 
Plasmid DNA hergestellt und durch Schneiden rait 
verschiedenen Restriktionsenzyraen charakterisiert . Ein 
Plasmid der gewunschten Struktur wurde pAD-CMV19 
benannt (Fig. 4, Fig. 5). 

Beispiel 2 

Herstel.lung einer modif izierten cONA fiir huIFN-*2c 

Die fiir humanes IFN-ct2c kodierende cDNA des Klons 1F7 
(E. Dworkin-Rastl et al., J. Interferon Res. 2 (1982) 
575-585; E. Dworkin-Rastl et al., Gene 21 (1983) 
237-248) wurde raittels PGR in der 5*-nicht kodierenden 
Region modif iziert, indem diese gegen die Seguenz der 
5 f -nicht kodierenden Region der humanen B-Globin raRNA 
(Lawn et al., Cell 21 (1980) 647-651) ausgetauscht 
wurde. Eine derartige Veranderung der S'-nicht 
kodierenden Region bewirkt eine deutliche Erhohung der 
Expression, moglicherweise durch eine effizientere 
Initiation der Translation. Gleichzeitig wurden an 
beiden Enden der cDNA Restriktionsenzymschnittstellen 
eingefuhrt, die eine nachfolgende gerichtete Klonierung 
der cDNA in Expressionsplasmide erleichterten. 

100 ng mit EcoRI linearisiertes Plasmid 1F7 wurden mit 
je 50 pMol der Oligonukleotide EBI-2747 

( 5 ' -CTTCAGAAGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCT- 
CAAACAGACACC&ISGCCTTGACCTTTGCTTTAC-3 ' ) und E3I-2744 
( 5 ' -GACTTCAGTCTAGAGAACCAGTTTIC&TTCCTTACTTC-3 ' ) in 
100 jil PCR Ansatz in 20 Zyklen (40 sec 94°C, 45 sec 
55°C, 90 sec 72°C) araplif iziert . EBI-2747 enthalt nach 
einer Hindlll Schnittstelle die S'-nicht kodierende 
Region der humanen B-Globin mRNA gefolgt von den erstan 
22 Basen der fiir das Signalpeptid von huIFN-ct2c 
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kodierenden Sequenz (Startkodon ist unterstrichen). 
E3I-2744 bindet am komplementaren Strang am Ende der 
fur huIFN-cc2c kodierenden Sequenz (Stopkodon ist 
unterstrichen) und enthalt eine Schnittstelle fur Xbal. 
Die Reaktion wurde durch Extraktion mit Phenol" und 
Chloroform gestoppt und die DNA rait Athanol gefallt. 
Das PGR Produkt wurde mit Hindlll und Xbal an den Enden 
nachgeschnitten und das 0,64 kb lange DNA Fragment aus 
einem Ag.arosegel isoliert (Fig. 6, Fig. 7). Plasmid 
pAD-CMV19 wurde ebenfalls mit Hindlll und Xbal doppelt 
geschnitten und .anschlieBend mit dera cDNA Fragment 
ligiert. Nach .Transformation von E.coli HB101 erhaltene 
Kolonieri wurden zur Praparation von Plasmid DNA 
geziichtet. Eines- der erhaltenen Plasmide wurde Uber den 
Verlauf des insertierten Hindlll-Xbal Bereiches 
vollstandig sequenziert. Mit Ausnahme eines einzigen 
Basenaustausches (CTG zu TTG) im 8. Kodon des 
Signa.lpeptides, der jedoch zu keiner Xnderung der 
kodierten Aminosaure (Leu) fiihrte, wurde die erwartete 
Sequenz erhalten.. Das Expressionsplasmid fiir 
sekretiertes und. O-glycosyliertes huIFN-cc2c wurde 
pAD193-IFN ; *benannt (Fig . 6) . 

Beschreibung. der Sequenzeleraente von Plasmid pAD-CM719 
(Fig. 5) 

Basen 

i ? i 

1 - 590 
722 - 740 

741 - 805 

836 - 853 
862 - 922 



Bindungsteile von Oligonukleotid EBI-2133 
Cytomegalovirus Enhancer und Promo tor 
Intronsequenz von Cytomegalovirus (Splice 
Donor) 

Intronsequenz von humanem B-Globin (Splice 
Acceptor) 
T7 Promotor 
Multiklonierstelle 
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923 -1055 Polyadenylierungsstellen von SV40 

1055 -1953 Proraotor und 5'-nicht kodierende Region 

von Hamster DHFR Gen 

1954 -2039 DHFR Exon 1 

2040 -2333 DHFR Intron 1 

2151 -2168 Bindungstelle von EBI-1857 

2344 -2821 DHFR Exons 2-S kodierender Bereich 

2822 -3474 DHFR 3'-nicht kodierende Region 

3475 -3812 SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) 

3813 -6055 pBluescript Anteil 

3813 -4291 M13 intergenische Region (M13 ori) 

4423 -5283 B-Lactaraase, kodierende Region 

6038 -6062 Bindungstelle von EBI-2134 



Beispiel 3 

Transiente Expression von huIFN-a2c in hoheren 
eukaryotischen Zellen 

Etwa 10 6 Zellen (293, humane erabryonale Nierenzellen 
transf ormiert mit einem Teil des Adenovirus ADS Genoms; 
F.L. Graham et al., J.Gen.Virol. , 36 (1977) 59-77; 
ATCC CRL1573) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Stunden 
vor der Transf ektion mit Medium (Dulbecco's 
MEM/Nutrient Mix F12 (1:1) mit 15 raM Hepes; Gibco) mit 
10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum angesetzt 
und bei 37 P C in 5% C0 2 Atmosphare inkubiert. Die 
Zellen wurden 3 Stunden vor der Transf ektion mit 10 ml 
frischem Medium versehen und bei 37°C inkubiert, 10 jig 
Plasmid DNA (gereinigt durch zweimalige CsCl 
Dichtegradientenzentrifugation) pAD19B-IFN gelost in 
0,5 ml 250 mM CaCl 2 wurden tropfenweise zu 0,5 ml 2x 
H3S (16,36 g/1 NaCl, 11,9 g/1 Hepes, 0,40 g/1 
Na 2 HP0 4 , pH 7,12) zugefiigt. Das entstandene 
Prazipitat wurde zu einer Petrischale zugegeben und die 
Zellen weitere 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zellen 
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wurden rait : PBS gewaschen, 30 Sekunden rait 15% Glyzerin 
in lx HBS gieschackt, nochraals mit PBS gewaschen und rait 
10 ml frisfchem Medium mit 10% KSlbersarum bei 37°C 
inkubiert. .Nach 72 Stunden wurde der Zelliiberstand 
geerntet uad zum Nachweis dss sekretiertsn I FN 
verwendet. 

Beispiel 4: 

Konstruktion der Expressionsplasraide pAD-QOTl uad 
PAD-CM72 

Aus Teilen der Expressionsplasraide pCDM3 (Seed & 
Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 8573-8577; 
Seed, Nature 329 (1987) 840-842; Invitrogen Inc., San 
Diego, CA)v pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321 842) und dera 
Plasmid Bluescript SK+ (Short et al., Nucleic Acids 
Res., 11 5521-5540; Strategene, La Jolla, CA) wurde 
ein neues Plasmid konstruiert, das eine 
Multiklonierstelle fur die gerichtete Insertion 
heterologer-r'DNA-Sequenzen aufweist und sich in E.coli 
mittels Ampicillinresistenz rait hoher Kopienzahl 
vermehren ISBt'. Die intergenische Region von M13 
ermoglicht die Herstellung einzelstrangiger Plasraid-DNA 
mittels Su5#rinfektion der transf ormierten Bakterien 
rait einem-Eelferphagen (z.B. R408 Oder M13K07) zur 
erleichterten Sequenzierung und Mutagenese der 
Plasmid-DNA; " Der"T7 Promotor, der der 
Multikloni^irstelle vorangeht, ermoglicht die 
Herstellung. von* RNA Transkripten in vitro. In 
Saugetierzellen er-folgt die Expression heterologer Gene 
getrieben vtra Cytomegalovirus (CMV) Promotor/Enhancer 
(Boshart efe*:aU, -Cell 41 (1985) 521-530). Der SV40 
Replikationsurprung ermoglicht in geeignetan Zellinien 
(z.B. SV 40': transf ormierte Zellen wie COS-7, Adenovirus 
transf orraierte Zellinie 293 (ATCC CRL1573)) die 
autonome Replikation des Expressionsplasmides zu hohen 
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Kopienzahlen und damit hohe Raten in trans ienter 
Expression. FUr die Hers.tellung permanent 
transformierter Zellinien und die nachfolgende 
Amplifikation der Expressionskassette raittels 
Methotrexat dient ein raodif iziertes Hamster-Minigen 
(Promotor mit kodierendera Bereich und dera ersten 
Intron) fiir Dihydrof olatreduktase (DHFR) als 
Selektionsmarker . 

a) Herstellung der Vektor- und Promotoranteile durch 
PGR 

Das Plasmid Bluescript SK+ wurde mit Hindlll 
linearisiert und 5 ng DNA in einem 100 \il PGR Ansatz 
eingesetzt (Reaktionspuf f er : 50 mM KC1, 10 mM Tris-Cl 
pH=8,3, 1,5 mM MgCl 2# 0,01% (w/v) Gelatine, 0,2 mM 
der vier Desorynukleotidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP), 2,5 Einheiten Tag Polymerase pro 100 . Als 
Primer wurden je 50 pmol der synthetischen 
Oligonukleotide E3I-1786 ( 5 ' -GGAATTCAGCCTGAA- 
TGGCGAATGGG-3 • ; bindet knapp auBerhalb von M13 
ori-Region in Bluescript Pos. 475, unabhangig von M13 
ori-Orientierung) und EBI-1729 ( 5 1 -CCTCGAGCGTTGC- 
TGGCGTTTTTCC-3 • ; bindet an Bluescript an Pos. 1195 vor > 
ori, entspricht dem Anfang der Bluescript-Seguenz in 
pCDMB, 6 Basen 5'ergeben Xhol) eingesetzt. Nach 
5 Minuten Denaturieren bei 94 °C erfolgte die PGR iiber 
20 Zyklen (40 sec bei 94*C, 45 sec bei 55°C, 5 Min bei 
72°C, Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler) . Die 
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von 
M13 bzw. den Replikationsursprung (ori) mit dem 
dazwischenliegenden Gen fiir die B-Lactarnase. 
Gleichzeitig wird am Ende des Replikationsursprungs 
eine Xhol- und am anderen Ende eine EcoRI-Schnittstelle 
erzeugt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Estraktion 
mit Phenol-Chloroform von Protein befreit und die DNA 
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mit Ethanol prazipitiert. Die erhaltene DNA wurde mit 
Xhol und EcpRI geschnitten und nach Elektrophorese in 
einem Agarosegel eia Fragment mit 2,3 kb isoliert. 

5 ng mit SacII linearisiettes Plasmid pCDM8 wurden mit 
den Oligonucleotide!! EBI-1733 ( 5 ' -GGTCGACATTGA- 
TTATTGACTAG>-3 ' T bindet an CMV-Promotorregion (Pos. 
1542) von pCDMS, entspricht Pos.l in pAD-CMV, 
Sall-Stelle. fur Klonierung) und 

EBI_1734(5»%-GGAATTCCCTAGGAATACAGCGG-3 1 ; bindet an 
Polyoma origin von 3'SV40 polyA-Region in pCDM3 (Pos. 
3590)) unter identischen Bedingurigen wie fur Bluescript 
SK+ beschrieben, durch PCR amplif iziert. Die 
Oligonukleotide binden am Beginn der 
CMV-Promotor/Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Sail 
Schnittstelle (EBI-1733) bzw. binden am Ende der SV40 
poly-Adenylierungstelle und erzeugen eine EcoRI 
Schnittstelle (E3I-1734). Das PCR-Produkt wurde mit 
Sail und EcpRI geschnitten und ein DNA Fragment von 1,8 
kb aus einem Agarosegel isoliert. 

Die beiden v PCR Produkte wurden mit T4 DNA-Ligase 
ligiert, mit dem erhaltenen Ligationsprodukt E.coli 
HB101 transformiert und nach Standardmethoden 
Plasmid-DNA amplif iziert und prapariert. Das Plasmid 
der gewunschten Beschaffenheit (siehe Fig. 8) wurde 
PCM7-M13 benannt. 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem 
Plasmid P S?2gptDHFR20 (EP-A1 0321842) isoliert. Dazu 
wurde dieses Plasmid mit Hindlll und PvuII doppelt 
geschnitten und die DNA-Enden durch nachfolgende 
Behandlung rait dem groSen Fragment der E.coli DNA 
Polymerase -(Klenow Enzym) in Gegenwart der vier 
Desoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein dabei 
erhaltenes .0,36 kb DNA Fragment wurde aus einem 
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Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearisiertem 
PCMV-M13 ligiert. Ein nach Transformation von E.coli 
HB101 erhaltenes Plasraid mit dem SV40 ori in gleicher 
Orientierung wie das B-Lactamase Gen und dem 
CMV-Proraotor wurde pCMV-SV40 benannt. Die Konstruktion 
dieses Plasmids ist in Fig. 8 dargestellt. 

b) Mutagenese des DHFR-Gens 

Zur Herstellung eines Expressionsplasmids mit einer 
vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem DHFR 
Minigen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch 
Deletion drei Restriktionsenzyraschnittstellen entfernt. 
Dazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 ein 1,7 kb 
Bglll Fragment, das die gesarate kodierende Region des 
Hamster DHFR-Gens enthalt, in die Bglll Stelle des 
Plasmids pUC219 (IBI) kloniert und das Plasraid pUCDHFR 
erhalten. Mit pUCDHFR transformierte E.coli JM109 
(Stratagene) Zellen wurden mit etwa 40-fachem Uberschufl 
des Helferphagen R408 (Stratagene) infisiert und 16 
Stunden bei 37*C in LB-Medium geschuttelt. Aus "dem 
Bakterieniiberstand wurde einzelstrangige Plasmid-DNA 
isoliert* 

Die gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei 
aufeinanderfolgenden Schritten, wobei das in vitro 
Mutagenese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde. 
Die am Beginn von Exon 2 befindliche EcoRI Stelle wurde 
durch Austausch einer Base von GAATTC zu GAGTTC 
zerstort. Dieser Basenaustausch fiihrt zu keiner 
Anderung der kodierten Aminos aureseguenz und entspricht 
auBerdem der Nukleotidseguenz im natiirlichen murinen 
DHFR-Gen (McGrogan et al., J. Biol. Chem. 260 (1935) 
2307-2314; Mitchell et al., Mol. Cell. Biol. 6 (1986) 
425-440). Fur die Mutagenese wurde ein Oligonukleotid 
(Antisense-Orientierung) der Sequenz 5 ' -GTACTTGA- 
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ACTCGTTCCTG^-3 1 (EBI-1751) verwendet. Ein Plasraid mit 
der gewunschten Mutation wurde, wie oben beschrieben, 
als Einzelistrang-DNA prapariert und die iro ersten 
Intron befindliche PstI Stelle durcb Mutagenese mit dem 
Oligonukleotid EBI-1857 (Antisense Orientierung, 5'- 
GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3 ' ) von CTGCAG in CTGCTG entfernt. 
Die Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und 
das erhaltende Plasraid pUCDHFR-Mut2 benannt. Aus dem 
Plasmid pUC£)HFR-Mut2 wurde das 1,7 kb Bglll Fragment 
isoliert und in mit Bglll und BaxnHI doppelt 
geschnittenas Plasmid pSV2gptDHFR20 ligiert. Nach 
Transformation von E.coli, Amplif ikation und 
DNA-Isolierung wurde ein Plasraid der gewunschten 
Beschaffen^eit erhalten, das als pSV2gptDHFR-Mut2 
bezeichnetjwurde. Durch Schneiden mit BamHI wurde in 
der 3 1 -nicht-kodierenden Region des DHFR Gens ein auf 
die Bglll. Stelle folgendes 0,12 kb DNA-Fragment 
entfernt, das auBerdem noch eine Kpnl Schnittstelle 
entha It. . Durch Verknupfen der mit Bglll und BamHI 
*entstanden4n uberhangenden DNA-Enden wurden auch die 
Erkennungssequenzen fiir diese beiden Enzyme zerstort. 

Das Plasmid pCMV-SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppelt 
geschnitten, die DNA-Enden nachfolgend mit Klenow-Enzym 
stumpf gemacht. Die DNA wurde durch Extraktion mit 
Phenol-Chloroform und Ethanolfallung gereinigt, 
anschlieBend durch Inkubation mit alkalischer 
Phosphatase dephosphoryliert und die 4,4 kb lange 
Vektor DNA aus eineni Agarosegel isoliert. 

Das Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (Fig. 9) wurde mit EcoRI 
und PstI doppelt geschnitten und die DNA-Enden durch 20 
Minuten Inkubation bei 11°C mit 5 Einheiten T4 
DNA-Polymerase (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 5 mM MgCl 2 , 
5 mM Dithiothreit, 0,1 mM jedes der vier 
Desoxynukleotidtriphosphate, 50 jig/ml 
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Rinderserumalbumin) stumpf gemacht. Das 2,4 kb lange 
DNA-Fragment rait dsm mutierten DHFR-Gen wurde aus einem 
Agarosegel isoliert und rait dera wie oben beschrieben 
praparierten pCMV-SV40 ligiert. Ein nach Transformation 
von E.coli erhaltenes Plasmid, das das DHFR-Gen in 
derselben Orientierung wie den CMV-Promotor enthielt/ 
wurde pCMV-SV40DHFR benannt. Im letzten Schritt wurde 
das 0,4 kb "Stuf fer" -Fragment nach dera CMV-Promotor , das 
noch aus dera Ausgangsplasmid pCDM8 stamrate, gegen eine 
Multiklonierstelle ausgetauscht . Dazu wurde das Plasmid 
PCMV-SV40DHFR rait Hindlll und Xbal doppelt geschnitten 
und der Vektoranteil aus einem Agarosegel isoliert. Die 
Multiklonierstelle, gebildet aus den beiden 
Oligonukleotiden EBI-1823 ( 5 1 -AGCTTCTGCAGGTCGA- 
CATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT-3 * ) und EBI-1829 
( 5 • -CTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATG- 
TCGACCTGCAGA-3 ' ) , enthalt inklusive der fur die 
Klonierung in Hindlll - Xbal kompatiblen Enden 
Restriktionsschnittstellen fur die Enzyme PstI, Sail, 
Clal, BamHI, Kpnl, Xhol, Not I und EcoRI. 

Je 1 ]xg der beiden Oligonukleotide wurden in 20 pi 
Reaktionspuf fer (70 raM Tris-Cl pH=7,6, 10 mM MgCl 2 , 
5 mM Dithiothreit, 0,1 raM ATP) rait 5 Einfceiten T4 
Polynukleotidkinase eine Stunde bei 37°C inkubiert, urn 
die 5' -Enden zu phosphorylieren. Die Reaktion wurde 
durch 10 miniitiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt und die 
kompleraentaren Oligonukleotide raiteinander 
hybridisiert, indera die Probe weitere 10 Minuten bei 
5S°C inkubiert und anschlieBend langsam auf 
Raumtemperatur abgekiihlt wurde. 4 yl der 
hybridisierten Oligonukleotide (100 ng> wurden mit etwa 
100 ng Plasmidvektor ligiert und E.coli H3101 
transformiert • Ein Plasmid, das sich rait den Enzymen 
der Multiklonierstelle (ausgenoramen NotI) linearisieren 
liefi, wurde pAD-CMVl benannt. Von vielen getesteten 



ERSATZBLATT 



WO 92/01055 



32 



PCI7EP91/01266 



Klonen konuate keiner identif iziiert werden, dessen 
Plasmid sich mit NotI schneiden liefl. Die Sequenzierung 
zeigte imraer.die Deletion von einigea Basen innerhalb 
der NotI Erkennungssequenz. In gleicher Weise wurde mit 
dem Oligonukleotiapaar EBI-I82Q ( 5 • -AGCTCTAGAGAATT- 
CGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3 • ) 
und EBI-1821 ( 5 ' -CTAGCAAGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCC 
GGTACCTCGASCGGCCGCGAATTCTCTAG-3 1 ) das 
Expressionsplasraid pAD-CMV2 hergestellt, das die 
Restriktionsschnittstellen innerhalb der 
Multiklonierstelle in umgekehrter Reihenfolge enthalt. 
Dabei wurde das Plasmid pAD-CMV2 erhalten, das sich mit 
samtlichen-Restriktionsenzymen, einschliefllich NotI , 
linearisieren liefl. 

Die Nukleotidsequenz des 6414 bp groBen Plasmids 
pAD-CMVl (Fig. 10) ist in Fig. 11 vollstandig dargestellt. 

Die Abschnitte auf dem Plasmid (angegeben in der 
Numerierung der Basep) entsprechen folgenden Sequenzen: 



1-21 



EBI-1733, Beginn CMV Enhancer - Promotor 
(aus CDM8) 



532-549 T7 Promotor 

658-713 Multiklonierstelle (Hindlll bis Xbal aus 

EBI-1823, E3I-1829) 
714-1412 SV40 Intron und poly-Adenylierungsstelle 

(aus CDM8) 

1413-2310 5'nicht kodierende Region und Promotor des 

Hamster DHFR Gens (aus pSV2gptDHFR20) 
2311-2395 Hamster DHFR: Ezon 1 

2516 A zu T Mutation zerstort PstI Stelle in 

DHFR Intron 1 
2701-3178 DHFR. Exons 2-S (kodierende Region) 
2707 A zu-G Mutation zerstort EcoRI Stelle 
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3272-3273 Deletion zwischen Bglll und BamHI in DHFR 

3'nicht kodierender Region 
3831 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

3832-4169 SV40 ori (aus pSV2gptDHFR20) 
4170-4648 M13 ori (aus pBluescript SK+) 
4780-5540 fi-Lactamase (kodierende Region) 
6395-6414 EBI-1729, Ende der pBluescript 

Vektorsequenz 

Die Herstellung der Plasmide pAD-CMVl und pAD-CMV2 ist 
in Fig. 10 dargestellt. 



Beispiel 5 

Entwicklung von rekorabinanten "Chinese hamster ovary 
(CHO) "-Zellinien, die glycosyliertes 
Human-Interf eron-o2 produzieren 

a) Transfektion von CHO-Zallsn und Selaktion stabii 
transfizjgrteir ZeUinien 

Die parentalen Zellinien, CH0-DX311 und CHO-DG44 (Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216-4220, 1980; Som. Cell. 

Molec. Genet. 12, 555-666, 1986) wurden in Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) Medium 1640 

supplementiert mit 10% fotalem Rinderserum, Hypoxanthin 

(100 jjM), Thymidin (16 ]M) , Natrium-Penicillin G 

(100 Einhei ten/ml ) , und Streptomycin (50 Einheiten/ml) 

geziichtet. Zwei Tage vor der Transfektion wurden die 
2 

Zellen in 25 cm - Flaschen angesetzt; zura Zeitpunkt 
der Transfektion waren die Zellen nahezu konfluent. 

Das Transfektionsexperiment wurde wie folgt 
durchgefuhrt. 20 \il einer Losung von Plasraid 
PAD193-IFN diig/ml) wurden mit 125 jxl 2 M CaCl 2 
und 855 jil sterilera deionisiertem Wasser verdiinnt. 
Diese Losung wurde tropfenweise zu 1 ml 2 x HSB 
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zugesetzt (1 x HSB enthalt pro Liter Losung: 8,13 g 
NaCl, 5,94 g HEPES , 0,2 g Na 2 HP0 4 ; pH 7,1). Das 
Kulturmedium der CHO-Zellen wurde entfernt, und 0,25 ml 
der Suspension wurden zu jeder Flasche zugesetzt;" die 
Kulturen wurden 4 Stunden bei 37*0 inkubiert. Die 
Suspension wurde dann entfernt, die Zellen wurden mit 
Hilfe von Trypsin/EDTA-Losung von der Oberf lache gelost 
und in Selektionsmedium suspendiert (das 
Selektionsmedium bestand aus Minimum Essential Medium, 
alpha-Modifikation ohne Ribonucleotide and 
Deoxyribonucleotide, erganzt mit 10% dialysiertem 
fotalem Rinderserum, Natrium-Penicillin G 100. 
Einheiten/ml, Streptomycin 50 Einheiten/ml, and 
Amphotericin B 2,5 jig/ml; 40 ml pro Flasche). Die 
Zellsuspension wurde dann in die Vertiefungen von zwei 
Zellkultur-Mikrotiterplatten transferiert (96 
Vertiefungen pro Platte, 0,2 ml pro Vertiefung) und 
zwei Wochen. bei 37 °C inkubiert. Das angegebene 
Selektionsmedium wurde, allerdings ohne Amphotericin B, 
auch fur alle weiteren Experimente verwendet. 

Die Zellkulturen wurden visuell auf Zellwachstum 
uberpriift. Kulturmedium aus Vertiefungen, die 
Zellwachstum zeigten, wurden auf IFN-«2-<3ehalt mit 
Hilfe eines'.'Enzym- Immunoassays getestet, der zwei 
monoklonale. Antikorper gegen IFN-a2 verwendet 
(Biochem. J. 511-518, 1991). Dieser Test wurde mit 

neuen Kulturuberstanden eine Woche spater wiederholt. 
Zellen aus positiven Kulturen wurden mit Hilfe von 
Trypsin/EDTA-Losung von der Oberf lache gelost und 
jeweils in Kulturplatten mit 24 Vertiefungen 
transferiert. Kulturen, die gutes Zellwachstum zeigten, 
wurden dann wiederholt auf IFN-Produktion getestet. Die 
IFN-o2 - Konzentrationen in den Uberstanden lagen 
typischerweise, im Bereich zwischen 2.000 und >10.000 
Einheiten/ml (1 ng IFN-a2 - Protein entspricht 230 
Einheiten) . 
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b) Amplifikation dss ifw-t.2 fl^s flmgl} 
Msthofcra xat-Selgkfrion 

Transfizierte Klone von beiden Parental-Zellinien, 

CHO-DXB11 und CH0-DG44, die in mehreren Tests hohe 

IFN-Konzentrationen gezeigt hatten, wurden fiir die 

Amplifikation ausgewahlt; zusatzlich wurden jeweils 3 - 

5 weitere Klone vereinigt. Diese Kulturen wurden nun in 
2 

25 cm - Flaschen in Selektionsmediura (ohne 
Amphotericin B) gehalten, dem Methotrexat in 
Konzentrationen von 20 nM oder 50 nM zugesetzt wurde. 
Die Kulturen wurden wochentlich einmal mit frischem 
Medium versehen. tfberlebende Klone wurden nach etwa 2 - 
3 Wochen beobachtet. Sobald die Zellen etwa 50% der 
Kulturflache bewachsen hatten, wurden die Uberstande 
wieder auf ihren IFN-a2 Gehalt getestet. Die Zellen 
wurden dann abgelost, verdunnt und in neue Flaschen 
transferiert. Die Methotrexat-Konzeutration wurde nun 
urn den Faktor von etwa 2-5 erhoht, z.B. von 20 nM auf 
50 und 100 nM, Oder von 50 nM auf 100 und 200 nM. Nach 
mehreren derartigen Selektionszyklen in Gegenwart 
steigender Mengen an Methotrexate und Selektion 
resistenter Kulturen nach ihrer IFN-?roduktion, konnten 
schlieBlich Zellinien erhalten werden, die resistent 
gegen Methotrexat-Koxizentrationen bis zu 5.000 nM waren 
und relativ groSe Mengen an IFN-cc2 sezernierten. Die 
folgende Tabelle 1 illustriert den Anstieg der 
Produktivitat am Beispiel der Zellinie 
CHO-DXBll-IFN-et2c-3/2D4 . 

Die nachfolgende Tabelle II zeigt die Ergebnissa rait 
der Zellinie CHO-DG44-IF!^-a2c-pool ,, S ,, : 
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Aus Kultufuberstanden rekombinanter CHO-Zellea konnte 
IFN-a2 mit Hilfe voa Af f initatschromatograpaie an 
monoklonalen AntikSrpern (z. B. den Antikorpern EBI-1 
Oder EBI-10) nach bereits bekannten Methoden gereinigt 
werden (z.B. Nature 285, 445-450, 1980; J. Biol. 
Chem. 265, 9290-9295, 1990; Biochera. J. 276, 
511-518, 1991). Zur Reinigung der erf indungsgemaBen 
Proteine eignet sich in besonderer Weise das in der EPA 
0 203 382 beschriebene Verfahren. 
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Beispiel 6 

Charakterisierung von rekorabinantem, glycosyliertem 
humanem IFN-a2c aus "Chinese hamster ovary 
(CHO)--Zellen. 



a) Reverse Phas* ff PLC fRP-ffPT.r\ 

Aff initatsgereinigtes rekombinantes glycosyliertes 
IFN-a2c aus CHO-Zellen wurde mittels RP-HPLC mit 
rekorabinantem IFN-o2c aus E.coli, das nicht 
glycosyliert ist, verglichen. Die genaue 
Ana lysenmet node ist in Adolf et al., J. Biol. Cheia. 
215., 9290-9295 (1990) beschrieben. Glycosyliertes 
CHO-IFN-a2c (oberer Teil von Fig. 21) besteht aus zwei 
Hauptpeaks (Peaks 1 und 2) und zwei kleineren IFN-Peaks 
(Peaks 3 und 4). Unglycosyliertes E.coli-IFN-a2c 
dagegen (untersr Teil von Fig. 21) zeigt einen Hauptpeak 
(korrekte Disulf idbriicken) und einen kleineren 
Nebenpeak, der von einer Form mit "scrambled"' 
Disulf idbrucken stammt. Aus dem Vergleich der 
Retentionszeiten sieht man, daB die zwei Hauptpeaks des 
CHO-lFN-a2c etwas friiher eluieren als der Hauptpeak 
des E.coli-IFN-«2c. Der Grund fiir diese verringerte 
Hydrophobizitat ist die Anwesenheit von 
Oligosacchariden im CHO-IFN-a2c. Die zwei kleineren 
IFN-Peaks im CHO-IFN-«2c haben etwa die gleiche 
Retentionszeit wie der Hauptpeak des E.coli-lFN-a2c 
und staramen darait hochstwahrscheinlich von einera 
kleineren unglycosylierten Anteil des CH0-IFN-c2c. 

b) N-fcarminale S eauenzieruno 

Die zwei Hauptpeaks des CHO-IFN-<x2c wurden von der 
RP-HPLC isoliert und geraeinsam sequenziert. Die 
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Sequenzierbedingungen sind in Adolf et al., J. Biol. 
Chem. 265 1' 9290-9295 (1990) beschrieben. Die ersten 15 
Aminosauren konnten in Ubereinstimmung mit der 
cDNA-Sequienz identif iziert werden. Es gab keine 
Hinweise auf eine Heterogehitat am N-Terminus. 

c-tarminale Analyse 

Der Hauptpeak des E.coli-IFN-o2c und die zwei 
Hauptpeaks des CHO-IFN-«2c wurden von der RP-HPLC 
isoliert und iuit Trypsin gespalten. Die tryptischen 
Peptide warden wieder mittels RP-HPLC getrennt. Die 
experimeijtellen Bedingungen sind in Adolf et al., 
Biochera. J« 22£, .511-518 (1991) beschrieben. Fig. 22 
zeigt einen Vergleich der erhaltenen Peptide Maps. 
Zwischen den Peptide Maps von Peak 1 und Peak 2 des 
CHO-IFN-o2c (oberer und mittlerer Teil) gab es nur 
einen einzigen Unterschied. Das tryptische Peptid 18 
aus Peak 1 ist im Peak 2 (dort als Peptid 15) nahezu 
nicht vor^anden. Stattdessen wurde ein neues Peptid 
(Nuramer l£) im Map von Peak 2 gefunden, das sowohl ira 
Peak 1 als. auch im E.coli-IFN-<x2c (unterer Teil von 
Fig. 22); -u&erhaupt nicht vorkommt. 

Die Peptide 12 (aus E.coli-IFN-a2c)., 18 (aus Peak 1 
des CHQ-II|N-a2c) , 15 und 19 (aus Peak 2 des 
CHO-IFN-ogc) wurden mit Plasmadesorptions- 
Massenspektrpmetrie (PD-MS) analysiert. Die 
ezperimentellen Details dafiir sind in Adolf et al., 
Biochem. tf. 27£, 511-518 (1991) beschrieben. Fiir die 
ersten drei der genannten Proben wurde ein 
Molekulargewicht gefunden, das den Aminosauren 150 bis 
162 der IFN-cc2c-Sequenz entspricht. Peptid 19 aus Peak 
2 des CHO^IFN-ctfc ergab dagegen ein geringeres 
Molekularpewicht/ entsprechend den Aminosauren 150 bis 
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161. Ein Teil des Peptids 19 wurde auch sequenziert, 
wobei sich eiadeutig zeigte, dafl dieses Peptid mit der 
Arainosaure 150 beginnt und rait LEU-161 endet. Aus 
diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daS der 
Peak 1 des CHO-IFN-a2c ein vollstandiges IFN-Molekul 
enthalt, wahrend beim Peak 2 die 4 C-terrainalen 
Arainosauren (162-165) fehlen. Die Arainosauren 163-165 
konnen in einera Peptide Map nach Trypsinspaltung nicht 
positiv identifiziert werden, da das daraus 
resultierende Dipeptid (163/164) und die freie 
Aminosaure (165) im Totvoltimen der RP-Saule eluieren. 
Der kleine Anteil von Peptid 15 (unverkiirztes 
tryptisches Peptid mit den Arainosauren 150-162)/ der 
auch ira Peak 2 des CHO-IFN-o2c gefunden wurde, ist 
wohl auf einen kontaminierenden Anteil von Peak 1 
zuruckzufuhren, da die Peaks 1 und 2 mittels RP-HPLC 
nicht vollstandig getrennt werden konnen. 

In weiteren Experimenten wurde festgestellt , daS die 
C-terrainale Verkiirzung des O-glycosylierten IFN-ct2 aus 
CHO-Zellen verhindert werden kann, wenn fiir das Ablosen 
der Zellen von der Oberf lache der Kulturgef afle an 
Stelle der ublichen Trypsin/EDTA-Losung eine 
trypsinfreie Losung verwendet wird (z.B. EDTA 
Dinatriumsalz, 200 rag/L mit D(+) Glucose Monohydrat, 
200 rag/L in phosphatgepuf f erter Natriumchloridlosung pH 
7.4). IFN-a2, das aus derart kultivierten Zellkulturen 
nach den oben beschriebenen Verfahren gereinigt wurde, 
zeigte in der Reverse Phase - HPLC (analog zu Abbildung 
21a) nur den Peak 1, der dem vollstandigen Protein 
entspricht, aber nicht den Peak 2, der dem verkiirzten 
Protein entspricht. Weiterhin konnte rait Hilfe der 
tryptischen Peptide Maps (analog zu Abbildung 22) 
gezeigt werden, daS das Paptid-Muster dieses ohne 
Verwendung von Trypsin hergestellten Proteins idencisch 
mit dem Muster der aus dem Peak 1 generierten Peptide 
(Abbildung 22a) ist. 
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SDS-Geteltfcfcrophorese 

Die Peaks' I and. 2 des CHO-IFN-o2c wurden von der 
RP-HPLC i$oliert. Sie wurden einzeln und im Vergleich 
zu E..coli4lFN-a2c sowohl unter reduzierenden (nach 
Kochen roijb Dithiothreitol) als auch unter 
nichtredusierenden Bedingungen mittels 
SDS-Gelelektrophorese analysiert. Die experimentellen 
Details s'ip$ in Adolf et al., J. Biol. Chera. , 
9290-92?5:*(199Q> beschrieben. Die Ergebnisse sind in 
Fig. 23 ges'eigt (Spuren 2-4 unter nichtreduzierenden 
Bedingungewa,-. Spuren 5-7 unter reduzierenden 
Bedingungen; pberer Teil rait 4 ]ig I FN in jeder Spur, 
unterer T6I1 mit je 1 |ig IFN) . Speziell aus den Spuren 
5-7 des ugtteren Teils ist ersichtlich, daB sowohl Peak 
1 als auc&'Peak 2 des CHO-IFN-a2c ein hoheres 
Molekulargewicht haben als das unglycosylierte 
E.coli-IFN-a2c. Wegen der nicht vollstandigen Trennung 
der Peaks fl und 2 bei der RP-HPLC ist eine gegenseitige 
^Contamination der Peaks 1 und 2 vorhanden. Aus 
deraselben Grund ist. auch der Peak 2 mit einer geringen 
Menge von unglycosyliertein 

CHO-IFN-ct2c, das aus Peak 3 (siehe Fig. 21) stammt, 
kontaroini^rt* Unter Beriicksichtigung dieser 
Kontami^feionen scheinen die Hauptbandan der Peaks 1 
und 2 des :;CHO-IFN-o2c homogen zu sein. Da sich die 
Peaks 1 uitd "2 bezuglich des C-Terminus unterscheiden 
(siehe oben),,.kann aus den Ergebnissen der 
SDS-Gelel'ektrophorese geschlossen werden, daB die 
OligpsaQ^arid-Anteile der Peaks 1 und 2 des 
CH0-IFN-o2c identisch sind (siehe auch spater in 
Kapital f ) . 
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e) Dealvkosvlieruna von CH O-lFN-g2c 

Die Peaks 1 and 2 des CH0-IFN-a2c wurden von der 
RP-HPLC isoliert und in einem SpeedVac Konzentrator 
getrocknet, Diese Proben sowie E.coli-IFN-<r2c wurden 
in 10 0,1 M NaOH 20 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die durch diese B-Eliraination 
deglycosylierten Proben wurden im Vergleich zu 
unbehandelten Proben mittels SDS-Gelelektrophorese 
analysiert. Die Ergebnisse in Fig. 24 zeigen, daQ das 
Molekulargewichb der Peaks 1 und 2 des CHO-IFN-«2c 
nach Behandlung mit NaOH deutlich reduziert und 
identisch mit dem des NaOH-behandelten E.coli-IFH-a2c 
ist. Das diffuse Aussehen der Banden aller mit NaOH 
behandelten Proben ist auf Veranderungen in der 
Peptidkette unter den angewandten Reaktionsbedingungen 
zuriickzuf iihren . 

f) Idantifizieruna der Glvkopsotid e mittgls Peptide 

tapping 

Der Vergleich der Peptide Maps nach Trypsinspaltung von 
E.coli-IFN-ct2c (Fig. 22, unterer Teil) und von Peak 1 
(vollstandiger C-Terminus) des CH0-IFN-ct2c (Fig. 22, 
oberer Teil) zeigt, daB jeweils zwei Peptide 
unterschiedlicha Retentionszeiten aufweisen. Die 
Peptide 18 und 21 von E.coli-IFN-a2c, die die 
Aminos auren 84-112 bzw. 71-112 enthalten, kommen im 
Peptide Map von Peak 1 des CHO-IFN-o2c nicht vor. 
Stattdessen gibt es dort zwei neue Peptide (Nummer 26 
und 31), die das gleiche Verhaltnis der Absorptionen 
bei 280 und 214 nm zaigen wie die Peptide 18 und 21 von 
E.coli-IFN-a2c. Man kann daraus folgern, dafl die 
Peptide 26 und 31 die glycosylierten Versionen der 
Aminos auresequenzen 84-112 bzw. 71-112 darstellen. 
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Daher eluieren sie- auch deutlich f ruber von der 
RP-Saule als die analogen Peptide von E.coli-IFN-o2c. 
Fur die bfciden moglichen Langen der tryptischen Peptide 
(Aminosauren 84-112 bzw. 71-112) gibt es jeweils einen 
Hauptpeak; (Peptid 26 bzw. 31), woraus geschlossen 
werden kann, daB- der Oligosaccharid-Anteil weitgehend 
homogen iat. 

Aus dem Vergleich der Peptide Maps der Peaks 1 und 2 
des CHO-IFN-a2c (oberer und raittlerer Teil von Fig. 22) 
ist ersicfctlich, . daB die jeweiligen Glycopeptide (26 
und 31 aus Peak l.bzw. 24 und 30 aus Peak 2) identisch 
sind. Daraus fplgt ebenfalls, daB die vier fehlenden 
Aminosauren am C-Terminus von Peak 2 den einzigen 
Unterschied zwischen den Peaks 1 und 2 darstellen. 

Alle die Aminosauresequenzen 84-112 bzw. 71-112 
betref fenken Hauptpeptide der drei IFN-Proben wurden 
von RP-HPEiC isoliert und mit staphylococcus Aureus V8 
Protease an der C-terminalen Seite von Glutarainsaure 
weitergespalten. Die exakten Bedingungen sin'd in Adolf 
et al., Biochem. J. 221, 511-518 (1991) beschrieben. 
Die resultierenden Peptide Maps wurden verglichen, alle 
unterschiedlichen Peaks wurden isoliert und mittels 
N-terminaler Sequenzierung und/oder Massenspektrometrie 
weiter . analysiert . 

Eines der in den Peaks 1 und 2 des CHO-IFN-a2c, aber 
nicht in S.coli-IFN-ct2c vorkommenden St?pft -A. -Peptide 
enthielt die Aminosauren 97-112 der IFN-a2c-Sequenz . 
Uber die S-terminale Sequenzierung konnte in diesera 
Peptid THR-105 nicht identif iziert werden. Daraus kann 
geschlossen werden, daB THR-106 in diesera Peptid 
glycosyliert vorliegt. Bei der hier verwendeten 
Edman-Sequenzierung werden glycosylierte Aminosauren 
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derivatisiert und abgespalten wie unglycosylierte 
Aminos auren, sie konnen jedoch wegen ihrer erhohten 
Hydrophilizitat mit Butylchlorid nicht aus dera 
ReaktionsgefaB extrahiert werden. Daher kann man in 
diesera Abbauschritt keinerlei Arainosaure 
identifizieren, die Sequenz geht jedoch danach vollig 
ungestort weiter. Ein weiterer Hinweis darauf, daB das 
Oligosaccharid an THR-106 gebunden ist, ergab sich aus 
dera Result at, daB die GLU-107/THR-108-Bindung durch die 
Staoh.A. -Protease nur teilweise gespalten wurde. 
Offensichtlich ist die Zuganglichkeit dieser 
Peptidbindung durch die Anwesenheit des Oligosaccharids 
eingeschrankt. In dera analogen Peptid aus 
E.coli-IFN-a2c vrird diese Peptidbindung nahezu 
vollstandig gespalten. 

Ein weiteres Staph. A. -Pepcid, das nur in CHO-IFN-a2c 
vorkommt, wurde mittels Plasmadesorptions- 
Massenspektroraetrie analysiert. Das erhaltene 
Molekulargewicht entsprach den Aminosauren 97-112 
inklusive einera Oligosaccharid, bestehend aus je einera 
Molekul N-Acetylgalactosarain und Galactose sowie zwei 
Molekiilen N-Acetylneuraminsaure. 

Aus diesera Resultaten ist ersichtlich, daB sowohl die 
Glycosylierungsstelle als auch der Oligosaccharidanteil 
des CHO-XFN-a2c weitgehend identisch sind mit den in 
natiirlichem IFN-a2 aus virusstimulierten Leukocyten 
gefundenen Verhaltnissen. 

Isolierung des O-glycosylierten Interferons aus 
virusstimulierten Zellen: 
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Interfere^ BiQassav: Die antivirale Aktivitat der IFN 
Praparationen wurde in einera Assay, der den 
cytopathischen Effekt (CPE) von Enzephaloraycarditis 
Virus (EMCV) miBt, in Mikrotiterplatten durchgefiihrt. 
Als Testzgllen werden die A549 humanen 
Lungencarcinomzellen verwendet. Details dieses Assays 
sind bescfcrieben warden (z.B. Adolf, G.R., J. Gen. Virol. 
68 , 1659-1676 (1987)). Bei jedem Bioassay wurden alle 
Titrationem sweimal durchgefiihrt. Eine Laborstandard- 
Praparation an rekombinantem in E. coli produziertera 
humanem ItfN-o2c .wurde in jedem Assay mitgefiihrt: die 
Aktivitat; dieser Praparation wurde kiirzlich durch 
Vergleich mit der internationalen Ref erenzpraparation 
fur human jEFN-a2 , Gxa 01-901-535 ermittelt. Alle 
beobachteten IFN-Aktivitaten wurden korrigiert im 
Hinblick auf die definiert Wirksamkait dieser 
Ref erenzpraparation . 

Interferon ELISA: Ein ELISA wurde etabliert, der zwei 
neutralisierende murine IgG MAbs fur IFN-ct und eine 
IFN-a2c Laborref erenzpraparation (s. oben) als 
Standard verwendet. Die Herstellung der Antikorper und 
ihre Eigerschaften sind beschrieben (Adolf et al. J. 
Cell Phys'ial. suppl. 2, 61-68 (1982); Adolf G.R. J. 
Gen. Virol.. 1669-1676 (1987)). Der Antikorper EBI-1 

wurde zur' Beschichtung der Assay Platten verwendet; der 
Antikorper EBI-10, kovalent gekoppelt an Meerrettich 
Peroxidase;, wurde mit der zu untersuchenden Probe 
zugegeben.. O-Phenylendiarain und Natriumperborat wurden 
als Substrate fiir das Enzyra verwendet; die Reaktion 
wurde durch Zugabe von Schwef elsaure unterbrochen und 
die Absorption des resultierenden Produktes gemessen 
(492 nm, Referenz 690 run) . 
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Reiniouno des nafciirlicha n human IFN-g2; 

Eine Aff initatssaule wurde durch Kopplung von 12 rag des 
monoklonalen Antikorpers, beispielsweise des MAb EBI-10 
(gereinigt aus dera Maus-Ascites. durch Arnmoniumsulf at 
Prazipitation und Protein G Af f initatschromatographie 
nach Standardraethoden) an lg CNBr-aktivierter Sepharose 
4B nach den Empfehlungen des Herstellers (Pharmacia) 
hergestellt. Das endgultige Bettvoluinen der Saule 
betrug annahernd 3 ml. Teilweise gereinigtes human 
Leukozyteninterferon (Cantell et al. Methods Enzymol. 
7&, 29-38 (1981); Cantell et al. ibid. 499-505) bei dera 
der IFN-tt Anteil entfernt worden war (Adolf et al. J. 
Biol. Chem. 235., 9290-9295 (1990)) und das etwa 
2-3 x 10 s IU/ral mit einer totalen Protein 
Konzentration von 2 rag/ml enthielt, wurde rait einer 
Durchf luSrate von 1 ml/Min auf die Saule aufgetragen 
(200 und 350 ml). Die Saule wurde dann mit 0,1 M 
Natriumphosphat Puffer pH 7,5 (Puffer A) gewaschen und 
mit einera Lineargradienten aus Puffer A und Puffer B 
(0,1 M Natriumcitrat pH 2,1) in einera FPLC-Systera 
(Pharmacia) bei einer Durchf lufirate von 1 ml/Min 
eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf 
IFN-Aktivitat mit Hilfe des EL ISA gepruft. 
Entsprechande Fraktionen beider Ansatze wurden 
gesammelt, mit 1 M NaOH neutralisiert und erneut auf 
dieselbe Saule aufgetragen, die mit Puffer A 
reaquilibriert worden war. Dasselbe Elutionsprogramra 
wurde verwendet. (Durchf luBrate 0,25 ral/Min) 
Entsprechende Fraktionen wurden wieder gesammelt, 
neutralisiert und in Aliquots eingefroren. 

gps qaieiektrppftprese, HPftC-TecftnUen unci 
Ami no s au res equ en z i e r un a en : SDS Polyacrylamid 
Gelelektrophorese und Reverse Phase HPLC wurden 
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verwendet* urn das gereinigte IFN-o2 zu 
analysieren;samtliche Methoden sind ausfiihrlich 
beschrieben worden (Adolf et al., J. Biol. Chem. 265, 
9290-9295 (1990)). Die Bestiramung der N-terminalen 
Sequenz wurde in einem automatischen Sequenator 
(Applied Biosystems, Modell 477A) durchgefiihrt; 
Aminosaurederivate wurden on-line durch RP-HPLC 
analysiert (Adolf et al*, J. Biol. Chem. 251, 9290-9295 
(1990)). 

"Mapping" der protsolvtisc han Peptide: 
Af finitatsgereinigtes IFN-a2 wurde weiterhin durch 
Reverse Pliase HPLC gereinigt, denaturiert und entsalzt 
wie bei A<3olf et aX., J. Biol. Chem. 9290-9295 
(1990) beschrieben. Die Peakf raktionen wurden gesamraelt 
und in eio^m SpeedVac Konzentrierer getrocknet. 29 pig 
(Peak 1) und 66 ug (Peak 2) Protein wurden in 0,1 ml 
l%iger Ammoniumbicarbonatlosung aufgelost; 0,5 bzw„ 
1 pg Trypsin (Boehringer Mannheim) in 3 bzw. 6 ill 
0,01 %iger- Trif luoressigsaure wurden zugegeben und die 
Reaktionssvischung wurde bei 37°C inkubiert. Nach 6 h 
Inkubationszeit wurde dieselbe Menge Trypsin erneut 
zugegeben und fiir weitere 18 h inkubiert. Die 
Reaktionsmischung wurde vor der Analyse durch Zugabe 
von 10. ill . 0,5 M Dithiothreitol und 100 pi S M 
Harnstof f . 2 h bei Raumtemperatur reduziert. Reverse 
Phase HPLC wurde auf einer Delta Pak C18 Saule (Waters; 
3,9 z 150 mm; TeilchengroSe 5 pm; Porendurchmesser 
100°A) bei 30°C unter Verwendung folgender 
Losungsmittel durchgefiihrt: Losungsmittel A: 0,1 % 
Trif luoressigsaure in Wasser; Losungsmittel B: 0,1 % 
Trif luoressigsaure in Acetonitril. Das folgende 
Gradientenprogramm wurde verwendet (Durchf luBrate 
1 ml/Min): 0-55 Min: 0-55 % B (linearer Gradient); 
55-7.Q Min: -50 % B. Detektiert wurden die Peptide durch 
ihre Absorption bei 214 und 280 nm. Die resultierenden 
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Muster wurden rait denen des rekombinanten aus E. coli 
starnmenden IFN-a2c verglichen. Die Peptide des 
natiirlichen IFN-a2, die sich in ihrem 
Elutionsverhalten anders verhielten als ihre 
rekombinanten Gegenstiicke wurden gesamraelt und 
N-terrainal sequenziert Oder wurden rait Staphylococcus 
aureus V8 Protease weiter abgebaut (Endopeptidase 
Glu-C, Boehringer Mannheim). 0,88 \ig (Peak l/i), 2,6 
]ig (Peak 2/Ia) und 1,5 \ig (Peak 2/Ib) der Peptide 
wurden jewei Is in 0,1 ml 25 mM Phosphatpuf fer pH 7,8 
gelost. In Wasser geloste Protease wurde zugegeben 
(17,5 ng, 52,5 ng bzw. 29 ng) und die Reaktionsmischung 
wurde bei 37°C inkubiert. Nach 6 h wurden dieselben 
Mengen Protease erneut zugegeben und 18 h inkubiert. 
Die Proben wurden daraufhin einer Reverse Phase HPLC 
Analyse unterzogen (s. oben) . Entsprechende Praktionen 
wurden gesammelt und N-terminal sequenziert. 

DeQlvkosyliQruna des IFN-*2: Gereinigtes, 
denaturiertes und entsalztes IFN-a2 wurde rait Vibrio 
cholerae Neuraminidase (Boehringer Mannheim) (50 mU/ral, 
18 h bei 37*C in 20 yl 50 mM Natriumacetat pH 5,5, 
4 mM CaCl 2 ) und/oder Endo-a-N-acetyl- 
galactosaminidase -ist gleich O-Glycanase- (Boehringer 
Mannheim) (100 mM/ml, 13 h bei 37 a C ira selben Puffer) 
behandelt. Chemische Eliminierung wurde durch 
Inkubation in 0,1 M NaOH 20 h bei Raumtemperatur 
erreicht. 

Plasmadesorptions-Massansp ektromafcri^ 

Massenspektren der tryptischen Peptide wurden auf einera 
"BIO- ION 20 time-of-f light" Massenspektrometer (BIO-ION 
Nordic AB, Uppsala, Schweden) geraessen. Die Proben 
wurden in waflriger Trif luoressigsaure (0,1 %) gelost 
und auf Nitrozellulose-beschichtete Targets aufgebvacht 
(BIO-ION) . Die spektralen Akkuraulationszeiten bewegten 
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sich zwischen 0/5 und 12 h, abhangig von der Ausbeute. 
Die Spektren wurden gemessen bei einer * 
Beschleunigungsspannung von 17 kV, 

Beispiel . 

Pginiquna das natiirlichen human IFN-cc2 

Humanes Leukp zyt en-Inter feron/ erhalten aus Sendai 
Virus i'nduzierten humanen peripheren Leukozyten und 
teilweise.gereinigt nach dem Reinigungsverf ahrah von 
Cantell al. (Methods Enzymol !£, 29-38 und 71, 
499-512 (1981))/ wurde als Ausgangsmaterial fiir die 
Isolierung und Reinigung des IFN-a2 verwendet. Durch 
selektive>ffinitatschromatographie mit Anti IFN-u 
monoklonalen Antikorper, beispielsweise OMG-4/ OMG-5 
Oder OMG-7 war der Anteil an IFN-ca entfernt worden 
(Adolf et al. Virology 115., 410-417 C1990); 
EPA 262 571). Die spezifische antivirale Aktivitat 
betrug l-2xl0 6 IU/mg; IFN-a, mit einer spezifischen 
Aktivitat yon 2xl0 8 IU/mg war demnach nur mit etwa 1% 
des gesamten Proteinanteils vertreten. Zur Reinigung 
des IFN-a2 von kontaminierenden Fremdproteinen und 
gleichzeitig von anderen IFN-a Spezies wurden hoch 
selektive >nti IFN-a2 monoklonale Antikorper 
verwendet < Diese. Antikorper besitzen in 
standardisierten Neutralisations-Bioassays hohe 
Spezifitat fur das IFN-cc2 (Adolf G.R. J. Gen, Virol. 
68, 1669-i676 (1987)). 

Eine Immunoaf f initatssaule wurde hergestellt/ indem ein 
solcher mpnoklonaler Antikorper, beispielsweise der 
EBI-10 hergestellt z.3. gemaB J. Gen. Virol; 
1669-1576 .-(1937) Oder DE 33 06 060-6 an CNBr-aktivierte 
Sepharose:4B gekoppelt wurde. Der Antikorper war aus 
dem Maus-Ascites durch Ammoniumsulf at Prazipitation und 
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Protein G Af f initatschroraatographie nach 
Standardverf ahrensweisen gereinigt worden. Verwendet 
wurden beispielsweise 12 mg des monoklonalen 
Antikorpers EBI-10, die an lg CNBr-aktivierter 
Sepharose 4B gekoppelt wurden, wobei die vom Hersteller 
empfohlenen Bedingungen eingehalten wurden (Pharmacia) . 
Das endgiiltige Bettvo lumen der Saule befcrug etwa 3 ml. 

Die Leukozyten-Interferon Praparation wurde auf die 
Saule aufgetragen; ungefahr 20% der antiviralen 
Aktivitat wurden gebunden. Die Saule wurde mit einem 
linearen Puf f ergradienten aus 0,1 M Natriumphosphat, pH 
7,5 und 0,1 M Hatriuracitrat pH 2,1 eluiert. Zwei 
Proteinpeaks konnten ira Eluat festgestellt werden (Fig. 
12): Fraktion A und Fraktion B. Beide Fraktionen wurden 
auf ihren Gehalt an IFN-cc analysiert, wobei ein 
"zwei-Seiten ELISA" verwendet wurde, bei dem sowohl 
E3I-10 als auch E3I-1 verwendet wurde. Beide Antikorper 
zeigen hohe Spezifitat fiir IFN-a2 (Adolf et al. J. 
Cell Physiol.suppl. Z, 61-63 (1982)). Rekombinantes 
IFN-a2c wurde als Standard verwendet. Die Fraktion, 
die bei niedrigem pH eluiert worden war (Fig. 12, Peak 
"A"), ebenso wie die Probe ergaben Titrationskurven, 
die parallel zu der Titrationskurve des rekombinanten 
IFN-a2c verliefen. Der Durchlauf und Fraktionen des 1. 
Peaks ("B") ergaben Kurven mit verschiedenen 
Steigungen; sie konnten daher nicht durch den ELISA 
quantifiziert werden (Fig. 13), sondern wurden im 
biologischen Assay uberpriift (Tabelle III). 

Der niedrige, zur Elution des Peak -A" erf orderliche 
pH, ebenso wie die Ergebnissa des ELISA deutetsr. darauf 
hin, daB IFN-a2 ein Hauptbestandteil des Peak -A" war. 
Urn sicherzustellen, daB samtliches imraunreaktives 
IFN-a durch den Antikorper gebunden worden war, wurde 
der Durchlauf erneut uber die Saule gegeben und wie 
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oben beschrieben ein zweites Mai eluiert. Das eluierte 
Material ergab weniger als 10% der IFN-Aktivitat/ die 
beim ersteh Durchlauf gebunden worden war. 

Sowohl die Fraktionen "A" als auch "B" wurden getrennt 
gesararnelt, neutralisiert und erneut einer 
chromatographischen Reinigung auf derselben 
Af f iaitatssaule. unterzogen. In beiden Fallen wurde mehr 
als 95% der IFN-Aktivitat gebunden; Elution erfolgte an 
derselben Gradientenposition wie im ersten Zyklus. 
Ausgangsprodukt, Durchlauf und die gesammelten 
Fraktionen beider Chromatographien wurden durch 
Coomassie Blau Farbungsassays auf ihren Proteingehalt 
und durch einen anfciviralen Bioassay auf ihren 
IFN-Aktivitatsgehalt hin untersucht.' Die Ergebnisse 
sind in Tabelle III zusammengef aBt : 
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Beispiel 8: 

TflMtlflztffnina des A f f inltStg-gwrftinta ten grains als 

TFN-&2 

Das Affinitats-gereinigte I FN -a wurde zunachst durch 
Reverse Phase. HPLC analysiert und geceinigt. Peak "A" 
zeigte zwei unvollstandig aufgeloste Peaks "1" und "2" 
mit einem Massenverhaltnis von etwa 1:2 (Fig. 14 
unten); Peak "1" reprasentierte eine mehr hydrophile 
Proteinf raktion. Beide Peakf raktionen wurden gesamraelt, 
rechromatographiert und einer N^terminalen 
AminosSureanalyse unterzogen. Die nachfolgende Sequenz 
wurde aus beiden Fraktionen erhalten (die Cys-Reste in 
Klammern wurden nicht identif iziert, sondern auf der 
Basis der konservierten IFN-Sequenzen abgeleitet) : 

[ 1 CYS]-ASP-LEU-PRO- 5 GLN-THR-HIS-SSS-LEU- 10 GLY-SER- 

ARG-ARG-THR- 15 LZU-MET-LEU-LEU-ALA- 20 GLN-MET-ARG- 

23 ARG-ILE- ?5 SER-LED-PHE-SER- [CYS] - 30 LEU- 

Durch Vergleich mit publizierten Sequenzen wurden beide 
als IFN-a2 identif iziert. 

In beiden Peakf raktionen "1" und "2" wurde die 
Aminosaure an Position 23 eindeutig als Arginin 
identif iziert; die als LeIFA bezeichnete Variante, die 
an Position 23 Lysin aufweist (Goeddel et al., Nature, 
29Q , 20-26 (1981)), war demnach in der verwendeten 
Leukozytenpraparation in nachweisbaren Mengen nicht 
vorhanden. Die Aminosaure an Position 34 wurde als 
Histidin identif iziert; das isolierte. IFN-a2 war 
demnach die Variante IFN-a2b. 
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Die spezifische antivirale Aktivitat des natiirlichen 
IFN-a2 bezogen auf die internationale 
Referenzpraparation fiir IFN-a2, GxaOl-901-535, 
basierend auf einer Bestimmung des Proteingehaltes der 
Probe durch dessen Absorption bei 214 rim (Adolf et al., 
Virology 125, 410-417 (1990), wurde zu l,5xl0 3 IU/rag 
bestimmfc (Mittelwert aus ftinf unabhangigen Bioassays). 

Bei einera Vergleich der Retentionszeiten des 
natiirlichen IFN-a2 auf der Reverse Phase HPLC rait der 
des rekombinanten E. coli IFN-a2c wurde 
of f ensichtlich, daB das rekorabinante Protein 
signifikant spater eluiert wurde (Fig. 14), Die erhohte 
Hydrophilizitat des natiirlichen Proteins ebenso wie 
dessen Heterogenitat rauB daher mit posttranslationalen 
Modif ikationen zusammenhangen. 

Reverse Phase HPLC des Slutionspeaks M B N ergab ein 
kompliziertes Muster von fiinf unvollstandig aufgelosten 
Peaks. Sequenzanalysen ergaben, daB saratliche Peaks 
IFN-a Spezies darstellten, keiner jedoch IFN-a2 
reprasentierte. 

Das durch HPLCgereinigte IFN-a2 wurde weitarhin durch 
SDS-PAGE nach Reduktion rait Dithiothreitol analysiert 
(Fig. 20). Unter den gewahlten Bedingungen zeigte das 
rekorabinante IFN-a2c von £. coli ein scheinbares 
Molekulargewicht von 17.500 D (Molekulargewicht 
ausgehend von der Aminos auresequenz: 19.287 
D) .HPLC-Peakf raktion "1" gab ein einziges relativ 
breites Band (scheinbares Molekulargewicht 20.000 D) 
wahrend Peakf raktion n 2 m in zwei Hauptkomponenten 
(20.000 bzw. 19.000 D) und in eine Nebenkomponente 
(21.000 D) aufgespalten wurde. Diese 
Molekulargewichtsunterschiede ira Vergleich zum 
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rekombinanten Protein aus E. coli, die 
GroBenheterogenitat wie auch die erhohte 
Hydrophila^itat deuten darauf bin, dafl das natiirliche 
IFN-ct2 glycosyliert ist. Da keine Erkennungss telle fur 
eine N-Glycoisylierung in der IPN-a2 Struktur vorhanden 
ist, muB O-Glycosylierung vorliegen. 

Beipiel 9: 

Paalcfclon van nattirlichem IFN-o2 mit Endo- und 
FrncrlvcQsidasen 

Die. folge|cden Versuche wurden jeweils mit beiden Peaks 
nach.Trenjtung fiber RP-HPLC. (Peaks 1 und 2 aus Fig. 14b) 
durchgefubjrty . Beide Proben wurden mit Neuraminidase und 
anschlieBefnd mit O-Glycanase inkubiert. Nach jeder 
Enzymraaktion wurde ein Aliquot mittels SDS-PAGE 
untersucht- 

Wie in Fig. 16 - zu sehen ist, reagierte Peak 1 weder mit 
Neuraminidase noch mit O-Glycanase. Die scheinbare 
molekulare* Masse blieb mit 20.000 konstant. Die drei 
Banden des>. Peaks 2 hingegen reagierten sowohl mit 
Neuraminidase als auch anschlieBend mit O-Glycanase. 
Die ReaktSon mit Neuraminidase bewirkte eine Reduktion 
der scheinbaren molekularen Masse der beiden schwereren 
Banden (Mfe;.21.000 und 20.000) auf 19.000. Spuren der 
Bande mit^der scheinbaren molekularen Masse von 20.000 
blieben jedoch ; zuriick. AnschlieBende Inkubation des 
Proteins .j$it p-Glycanase fiihrte zu einer weiteren 
Reduktion-der scheinbaren molekularen Masse von 19.000 
auf 17.500* {=* scheinbare molekulare Masse von E. 
coli-IFN-c*2c) i Die Komponente mit Mr 19.000. wurde 
dabei vollstandig abgebaut. Nach wie vor blieben 
geringe MSjngen der Bande mit der scheinbaren 
molekularen Masse von 20.000 detektierbar . Da die 



,1 " ^RSATZBLATT 



WO 92/01055 



PCT/ZP91/01266 



57 

Trennung der beiden Peaks 1 und 2 aus Fig. 14b mittels 
RP-HPLC nicht vollstandig war, ist der nicht spaltbare 
Anteil der Bande rait Mr 20.000 wahrscheinlich auf eine 
Verunreinigung des Peaks 2 rait Peak 1 zuruckzufuhren. 

In einera weiteren Versuch wurde Peak 2 rait O-Glycanase 
inkubiert, ohne zuvor rait Neuraminidase behandelt 
worden zu sein (O-Glycanase spaltet das Disaccharid 
Gal(Bl-3)GalNAc nur dann vora Protein ab, wenn dieses 
durch keine weiteren Verbindungen substituiert ist) . 
Das Reaktionsprodukt wurde wieder mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt (Fig. 17) . Man erkennt hier deutlich, daS 
nur die leichteste Koraponente des Peaks 2 eine 
Reduktion ihrer moiekularen Masse erfahrt (Reduktion 
von Mr 19.000 auf Mr 17.500). Die scheinbaren 
moiekularen Massen der beiden schwereren Komponenten 
(Mr 21.000 und 20.000) blieben unverandert. 

Beispiel 10: 

Reaktion von naturlichem IFN-*2 mifc 0*1 M NaOH 

Da O-Glycosylierungen schon unter milden alkalischen 
Bedingungen abbaubar sind, wurde versucht, die 
O-Glycanase-resistente Komponente (Peak 1 aus Fig. 14b) 
mittels Inkubation mit 0,1 M NaOH zu deglycosylieren. 
Die Reaktion erfolgte wie oben beschrieben. 
Gleichzeitig wurde als Kontroile E. coli-IFN-a2c und 
Peak 2 unter denselben Bedingungen inkubiert. Die 
Reaktionsprodukte wurden mittels SDS-PAGE analysiert. 
Wie in Fig. 18 ersichtlich ist, wurden die moiekularen 
Massen aller Komponenten von naturlichem IFN-<*2 auf 
die scheinbare molekulare Masse von E. coli-IFN-a2 
reduziert. Die Onscharfe der Proteinbanden ist auf die 
unter den geschilderten Bedingungen geringfiigigen 
Zerstorungen des Proteins zuriickzufuhren. Auch die 
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Banden ini hohermolekularen Bereich (Mr >30.000) traten 
als Folge der alkalischen Behandlung auf . 

Beispiel 11: 

Idenfcifiglftriino der Glvcopeptide mittels Peptide M apping 

Die beiden Peaks von natiirlichem IFN-o2 (Fig. 14b) 
sowie E. coli-IFN-a2c wurden mit Trypsin -gespalten, 
reduziert und iiber RP-HPLC aufgetrennt. In Fig. 19 sind 
Ausschnitte der Chroma togr amine zu sehen. Zwei Peaks aus 
dem Peptide Map von E. coli-IFN-<r2c fallen dabei wegen 
ihrer Hydrophobizitat (und daher relativ spateren 
Elution) gegentiber den analogen Peaks aus dem 
natiirlicheji IFN-a2 auf: Peak I und Peak II ( ira 
Peptide Map des E. coii-IFN-*2c) wurden deutlich 
spater eluiert als ihre korrespondierenden Peaks 1/1 
und l/II vom Peak 1 aus Fig. 14b bzw. Peaks 2/1 a, 2/Ib, 
2/IIa und 2/rib vom Peak 2 aus Fig. 14b. 

N-terminale Sequenzierung der erwahnten Peaks von 
natiirlichem IFN-x2 sowie der beiden E. coli-Peaks 
ergab fur die. Peaks I, 1/1 9 2/Ia, 2/Ib (aus Fig. 19) 
die Sequenz des Peptides von Aminosaure (AS) 84-112 und 
fur die Peaks. II, l/II, 2/IIa, 2/IIb die Sequenz von AS 
71-112 (Dif Aminosauresequenz von IFN-ct2c ist in Fig. 
15 dargestellt) . Die unterschiedlichen Retentionszeiten 
muBten also auf eine Glycosylierung der Peptide aus 
natiirlichem IFN-a2 zuriickzuf iihren sein. 

Beispiel 12: 

Plasmadesorotions Massen snektromefcria der Glvcooeptide 
von natur licham IFN-cc2 

Die Peaks 1/11, 2/Ia, 2/IIa und 2/IIb wurden weiterhin 
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mit Hilfe von PD-MS charakterisiert . Die Ergebnisse der 
Messungen sind in Tabelle IV zusamraengef afit . Die 
Differenz der aus der Aminosaure-Sequenz errechneten 
molekularen Massen und den tatsachlich erhaltenen 
molekularen Massen der einzelnen Peptide lassen sich 
mit unterschiedlichen Glycanstrukturen erklaren: Die 
.raolekulare Masse des Peptides l/II, das von der 
O-Glycanase-resistenten Form des IFN-a2 erhalten 
wurde, entspricht der molekularen Masse des Peptides 
(AS 71-112), das rait einem Tetrasaccharid, bestehend 
aus zwei N-Acetylhexosamineinhsiten und zwei 
Hexoseeinheiten, substituiert ist. In Analogie zu 
bereits beschriebenen Strukturen solcher O-Glycane 
diirfte es sich hier um ein Oligosaccharid mit folgender 
Struktur handeln : Gall-3(Gall-4GlcNAcl-6)GalNAc-. 

Peptid 2/Ia wies eine raolekulare Masse von 3.975 amu 
auf , was mit der Substitution des Peptides mit dem 
Trisaccharid NeuAc-G a 1 -G a INAc erklarbar ist. Dieselbe 
Glycanstruktur lafit sich aus der molekularen Masse des 
Peptides 2/IIa (5.443 amu) ableiten. Fur Peptid 2/IIb 
wurde ein Wert von 5.132 amu gemessen, was einer 
Glycosylierung mit dem Disaccharid Gal-GalNAc 
entspricht. 

Prinzipiell wiesen alle analysierten Peaks eine um ca. 
23 amu erhohte raolekulare Masse auf. Das ist durch 
Anlagerung von Na*-Ionen an das Peptid erklarbar. 
Diese Verunreinigungen hatten durch intensives Waschen 
der Targets vor der Messung verraieden werden konnen, 
wurden aber im speziellen Fall in Kauf genoramen um 
Verluste der Glycopeptide gering zu halten. Aus den 
Ergebnissen des Glycosidase-Abbaues (s. oben) und den 
massenspektrometrischen Messungen konnen die in Tabelle 
IV angefiihrten Glycanstrukturen abgeleitet werden. Die 
kleinen Peaks, die im Bereich der Glycopeptide im 
Peptide Map zu sehen sind, konnen von weiteren 
Glycosylierungsvarianten st ammen . 
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Beipiel 13: 

Iflentifisigirunq der O-crlYcosrliertsn Am i nosMurft mjfctalg 
GasphassnsecmengiftTTing 

Da die durch Spaltung rait Trypsin erhaltenen 
Glycopeptide zu lang waren, urn ihre gesarate Sequenz zu 
bestiraraen, wurden diese Peptide mittels Staphylococcus 
aureus Protease V8 weiter gespalten und iiber RP-HPLC 
aufgetrennt. Mit dem entsprechendan Peptiden aus E. 
coli-IFN-a2c wurde ebenso verfahren. Nach Vergleich 
der Peptide Maps wurden alle Peptide mit 
unterschiedlicher Retentionszeit isoliert und 
sequenziert. Alle Glykopeptide aus natur lichen IFN-a2 
enthielten die Aminosauren 97-112. Wahrend im E. 
coli-IFN-a2c-Peptid 10S THR nachgewiesen werden 
konnte, war es in den Peptiden aus natiir lichem IFN-a2 
nicht nachweisbar. Darnit konnte 106 THR als 
Glycosylierungsstelle identif iziert werden. 
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Patentanspriiche 



1. Interferon alpha, dadurch gekennzeichnet, daB 
es O-glycosyliert ist und im wesentlichen die 
fc^ologischen und/oder imraunologischen 
iSigenschaften eines IFN-a2 aufweist, 
V^rzugsweise daB es das O-glycosylierte humane 

* IFN-a2a,- IFN-<x2b Oder IFN-a2c ist. 

2. Interferon alpha gemaB Anpruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Threonin-106 (THH-106) 
.O-glycbsyliert ist. 

3. Interferon alpha gemaB einem der Ansprliche 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 
ff^igosaccarid bevorzugt das neutrale 
Efcisaccharid Gal-GalNAc, dessen mono- Oder 
ddsialylierte Variante Oder das neutrale 
tetrasaccharid Gal-(Gal-GlcNAc->GalNAc ist. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Interferon 
alpha gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

a) " Leukozyten, vorzugsweise humane Leukozyten mit 

Virus induziert werden, 

b) daB das induzierte Interferon alpha durch eine 
Kaskade schonender, proteinf allender/ 
proteinlosender Schritte gereinigt wird, wobei 
der pH den Wert 8,0 nicht uberschreiten soli 
(-• t Cantell w -Verf ahren) , 

c) daB die nach a) oder a) und b) erhaltene 
Interf.eronraischung an eine 

Immunoaff initatssaule mit einem Anti-IFN-a2 
mbnoklbrialen Antikorper gebunden wird, 
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d) daS das gebundene Protein durch geeignete 
MaBnahmen eluiert wird, 

e) dafl das eluierte Protein gesamraelt und 
gegebenenf alls mehrmals iiber eine 
Immunoaf f initatssaule gereinigt wird. 

5. Verfahren gemaQ Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, da3 als Anti-IFN-a2 
monoklonaler Antikorper der EBI-10 Oder dessan 
Analoga verwendet wird. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Interferon 
alpha geraa3 Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, da3 sich an die Stufe e) eine 
weitere chromatographische Reinigung 
anschlieflt. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Interferon 
alpha geroaS Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, da3 

a) in ein fiir die Transfektion von Zellen 
multizellularer Organismen geeignetes 
Erpressionsplasmid eine fiir IFN-a kodierende 
DNA eingefugt wird, 

b) daB mit dem so erhaltenen Expressionsplasmid 
Zellen multizellularer Organismen, 
vorzugsweise Wirbeltierzellen transfiziert 
werden, 

c) da3 die transf izierten Organismen in einem 
geeigneten Medium kultiviert werden, 
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daB der Zelliiberstand geeratet, 

5-. 

daB das O-glycosylierte IFN-a isoliert und in 
an sich bekannter Weise gereinigt wird. 

Verfahren gemaB Anpruch 7, dadurch 
£ekennzeichnet, daB das unter a) eingesetzte 
Expressionsplasmid das pAD-CM713, 15 oder 19 
vorzugsweise das pAD-OOT19 ist, und dafl die 
pater a), einzufiigende DNA fur ein Protein 
Xodiert, das im wesentlichen die biologischen 
tind/oder immunologischen Eigenschaf ten eines 
IFN-a2 aufweist, vorzugsweise fur ein humanes 
!FN-tt2a, IFN-a2b Oder IFN-o2c, 
insbesondere fiir humanes IFN-oc2c kodiert. 

Verfahren gemaB einem der Anspriiche 7 Oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB das 
Bxpressionsplasmid pAD19B-IFN eingesetzt wird. 

Verfahren gemaB einem der Anspriiche 7, 3 oder 
9, dadurch gekennzeichnet, daS als Zellen 
multizellularer Organismen CHO-Zellen 
^erwendet werden. 

Expressionsplasmid zur Transfektion 
multizellularer Organismen, dadurch 
gekennzeichnet, daB es pAD-CMV13, pAD-CMV15 
oder pAD-CNF/19 ist. * . . 

O-glycosyliertes Interferon alpha, herstellbar 
nach einem der Anspriiche 4 bis 10. 

Interferon alpha gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 3 oder 12 zur Verwendung als Arzneimittel . 
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Mittel zur Behandlung viraler Oder tumoraler 
Erkrankungen, ein Interferon alpha gemaB einem 
der Anspruche 1 bis 3 Oder 12 enthaltend. 

Mittel gemaS Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS es aus einer Mischung aus 
mindestens zwei der O-glycosylierten Proteine 
IFN-a2a, IFN-«2b Oder IFN-«2c besteht. 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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FIG. 4 
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FIG. 5 
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FIG.6A 
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FIG.6B 
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K.Z00N ET AL: 'Chemical characterization of 
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